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COLONIZACION MICORRICICA Y RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO VEGETAL EN TRES ORQUIDEAS ENDEMICAS DE MEXICO

Claudia Garcia Sanchez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
En el ciclo de vida de las orquideas participan hongos pertenecientes al grupo Rhizoctonia,
Basidiomycota y Ascomycota, que se caracterizan por formar enrollamientos hifales en las células
corticales de las raices, y son imprescindibles en la germinacion de las semillas. En las raices,
también se ha observado la presencia de rizobacterias, las cuales se han distinguido principalmente
por sintetizar una fitohormona, el acido indolacético (AIA). Por estas razones, en el presente
trabajo se evaluo la presencia de los simbiontes en el cortex de las raices, asimismo se aislaron
cepas bacterianas de las raices en las orquideas epifitas Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii
y Rhynchostele aptera, procedentes de tres comunidades: Santa Catarina Estetla, La Purisima
Concepcion y San Esteban Atatlahuca, en el estado de Oaxaca. En raices seleccionadas se
realizaron cortes transversales, se tifieron y observaron al microscopio Optico, para registrar la
intensidad y la extension de la colonizacion en las raices. Adicionalmente, se efectuaron
aislamientos de cepas de bacterias a las cuales se les efectuaron dos pruebas: solubilizacion de
fosfatos y produccion de AIA. A los datos obtenidos se les aplicd un analisis de varianza y una
prueba de Tukey (o = 0.05). En L. furfuracea, se contabiliz6 una colonizacion promedio de 38 %,
y la micorrizacion vari6 con respecto a la edad de las raices (jovenes, maduras y senescentes) y al
area de las mismas (proximal, central y distal en relacion a la base del pseudobulbo). En P,
karwinskii 1a colonizacion fluctud entre 65 y 68 %, sin encontrar diferencias significativas entre
ambos sitios (Santa Catarina Estetla y La Purisima Concepcion). Mientras que en R. aptera se
reportd una colonizacion de 48 %. Con respecto a los aislamientos bacterianos, se obtuvieron 78
cepas de bacterias, de las cuales, 24 solubilizaron fosfatos, y 15 sintetizaron AIA. Las cepas
bacterianas se pueden utilizar como una herramienta biotecnoldgica en la conservacion de

orquideas, que son extraidas en grandes cantidades de su habitat natural.

Palabras clave: Tejido cortical, pelotones, solubilizaciéon de fosfatos, sintesis de &cido

indolacético.
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MYCORRHIZAL COLONIZATION AND RHIZOBACTERIA OF THREE ENDEMIC
ORCHIDS FROM SOUTHERN MEXICO

Claudia Garcia Sanchez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

In the life cycle of orchids some fungi belonging to the Rhizoctonia group and other Basidiomycota
establish mycorrhizal symbiosis, being characterized by forming hyphal coils in the cortical cells
of the roots, and they are essential in the germination of seeds. The presence of rhizobacteria have
also been observed, which have been distinguished mainly by the synthesis of the phytohormone,
indoleacetic acid (IAA). However, particularly in epiphytic orchids, mycorrhizal colonization has
been scarcely studied. In the present work, the intensity of mycorrhizal colonization was evaluated
and colonies of plant growth promoting rhizobacteria were isolated from the roots of the epiphytic
orchids Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii and Rhynchostele aptera. These orchid species
are native from Mexico and were sampled from three communities: Santa Catarina Estetla, La
Purisima Concepcion and San Esteban Atatlahuca, in the state of Oaxaca. One thousand six
hundred and fifty root cross sections were made, stained and observed under an optical
microscope, to record the intensity of colonization and the extent of colonization. Additionally,
isolations of bacteria were carried out and tested for phosphate solubilization and IAA production.
An Analysis of Variance and a Tukey test (o = 0.05) were applied to the obtained data. In L.
furfuracea, an average colonization of 38 % was recorded, and the mycorrhization was related to
the roots ages (young, mature and senescent) and the root areas (proximal, central and distal in
relation to the centre of the pseudobulbs). In P. karwinskii the colonization ranged between 65 and
68 %, without finding a significant difference between both sites (Santa Catarina Estetla and La
Purisima Concepcidn). Meanwhile in R. aptera a mycorrhization of 48 % was reported. Regarding
bacterial isolation, 78 colonies were obtained, of which 24 solubilized phosphates, and 15
synthesized IAA. The presence of fungal coils was frequently observed in the cortical tissue of all
of the studied plants, and isolated plant growth-promoting bacteria were also characterized. This
works demonstrates the potential of beneficial microorganisms to be used as a biotechnological
tool in the growth and conservation of orchids, which are extracted in large quantities from natural

habitats.

Keywords: Cortical tissue, coils, phosphate solubilization, indoleacetic acid production.
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INTRODUCCION GENERAL

Las orquideas estan ampliamente distribuidas en el planeta y presentan una gran diversidad.
Algunas de estas especies destacan por los variados usos que se les han dado desde tiempo
prehispanicos, los cuales prevalecen hasta nuestros dias. Por ejemplo, la vainilla es de importancia
comercial, y otras especies poseen relevancia biocultural, y son empleadas en la medicina
tradicional y en las festividades religiosas. En si, la familia Orquidaceae resalta por las formas

exoticas y la gama de colores que presentan sus flores (Garcia-Pefia y Pefia, 1981; Solano-Goémez

etal., 2010).

Al ser especies de interés economico, las comunidades naturales de muchas de ellas se han visto
disminuidas, debido a la cantidad de especimenes que son extraidos cada afio. También, hay que
considerar que su crecimiento y desarrollo es lento, y les toma afios alcanzar su madurez y producir
sus flores. Asi como, la reduccion de las poblaciones naturales de los polinizadores que establecen
una relacion especifica con las orquideas, lo que incrementa su vulnerabilidad, y el deterioro de su

habitat por el avance de la agricultura y la deforestacion de los bosques (Menchaca, 2011; Fay et

al., 2015).

Su ecologia es compleja, y a esto se suma, que requieren la participacion de hongos orquideoides
en la germinacion de las semillas; los cuales les brindan los nutrientes necesarios para su
desarrollo, hasta que se vuelven organismos fotosintéticos, aunque, muchas de ellas siguen
dependiendo de esta simbiosis en su etapa adulta y han sido denominadas orquideas

“micoheterotrofas” (Rasmussen y Rasmussen, 2007; Smith y Read, 2008).

Adicionalmente, en sus raices se ha descubierto la presencia de rizobacterias que promueven el
crecimiento vegetal, mediante la sintesis de fitohormonas, principalmente el 4cido indolacético, o
mediante la solubilizacién de fosfatos. La mayoria de los estudios con respecto a los simbiontes
se han desarrollado en especies terrestres de habitat templado, mientras que las investigaciones en
las areas Neotropicales han sido insuficientes. De la misma manera, el estudio de las rizobacterias
asociadas con las orquideas, se ha efectuado en un nimero restringido de especies. En general, la
mayor parte de los estudios se han centrado en las orquideas terrestres y las investigaciones
relacionadas con las orquideas epifitas ha recibido poca atencion (Tsavkelova et al., 2006;

Lugtenberg y Kamilova, 2009).



México posee una diversidad importante de orquideas, todas ellas escasamente estudiadas en

relacion a sus microsimbiontes. Tomando en consideracion este escenario, en el presente trabajo

se evalud la colonizacién y la presencia de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en tres

especies epifitas endémicas de México: Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele

aptera, colectadas en tres comunidades de Oaxaca. Estas orquideas son apreciadas por la belleza

de sus flores, lo que las ha llevado a ser colectadas en grandes cantidades, y pone en riesgo su

existencia.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS

Objetivo general

+-

Cuantificar la intensidad y la extension de la colonizacion en el tejido cortical de las
raices y aislar a las bacterias promotoras del crecimiento vegetal con la capacidad de
solubilizar fosfatos y sintetizar 4cido indolacético asociadas a las raices de Laelia

furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele aptera.

Objetivos especificos

+-

Evaluar la colonizacion en el tejido cortical de las raices de diferentes edades: jovenes,
maduras y senescentes en la orquidea epifita L. furfuracea.

Valorar la colonizacion en el tejido cortical en tres zonas diferentes de las raices:
proximal, central y distal en relacion a la base del pseudobulbo en L. furfuracea.
Comparar el grado de colonizacion en las plantas de P. karwinskii colectas en dos zonas
de estudio: En Santa Catarina Estetla y la Purisima Concepcidn, Oaxaca.

Comparar el grado de colonizacion entre P. karwinskii colectada en los dos sitios de
estudio y R. aptera originaria de San Esteban Atatlahuca, Oaxaca.

Aislar bacterias a partir de las raices de L. furfuracea, P. karwinskii y R. aptera.
Realizar las evaluaciones cualitativas y cuantitativas en las cepas de bacterias para
identificar aquellas con la capacidad de solubilizar fosfatos y sintetizar acido

indolacético en las tres orquideas epifitas en estudio.



HIPOTESIS

Hipotesis general

*

El tejido cortical de las raices estara colonizado por los simbiontes y se encontrard la
presencia de rizobacterias con la capacidad de solubilizar fosfatos y sintetizar acido

indolacético en las raices de L. furfuracea, P. karwinskii y R. aptera.

Hipadtesis especificas

*

+-

*

El tejido cortical de las raices de L. furfuracea, P. karwinskii y R. aptera estaran
colonizadas por los simbiontes en diferentes grados.

La colonizacion variara con respecto a la fenologia de las raices, y sera mas intensa en
las raices maduras, en comparacion a las raices senescentes y jovenes en L. furfuracea.
La colonizacion variara con respecto al area de la raiz y serd mas intensa en la region

central de las raices, en comparacion al drea proximal y distal en las raices de L.

Sfurfuracea.

El grado de colonizacion cortical en P. karwinskii colectada en las dos zonas de estudio:
Santa Catarina Estela y San Esteban Atatlahuca, sera similar.

El tejido cortical de P. karwinskii, presentara la colonizacidn mds intensa y superara a
L. furfuracea y R. aptera, debido a que sus raices crecen por debajo de la corteza, y
conservan mayor humedad, lo que beneficia el establecimiento los simbiontes.

Se aislaran bacterias promotoras del crecimiento vegetal con la capacidad de solubilizar
fosfatos y sintetizar 4cido indolacético, en las raices de L. furfuracea, P. karwinskii y

R. aptera.

REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucion

Se estima que las orquideas prosperaron en el Eoceno hace 54 millones de afios (Honrubia, 2009),

aunque, el primer registro fosil que se conoce es el polinario de Meliorchis caribea, el cual se

descubrio en la abeja Proplebeia dominicana preservada en ambar, la cual data del Cretacico

Superior (76 a 84 millones de afios) (Roberts y Dixon, 2008).



Las orquideas se distribuyen en todos los continentes, con excepcion de la Antartida (Fay y Chase,
2009) y en los desiertos, desde el nivel del mar hasta los 4 000 m de altitud (T¢llez, 2011). Las
especies epifitas se concentran en los trépicos htimedos, y las especies terrestres se agrupan en las
zonas templadas (Fay y Chase, 2009). Cabe destacar que 69 % de la orquideoflora es de habito
epifito (Fay et al., 2015).

Este grupo de monocotiledoneas pertenece a la familia mas grande de angiospermas con mas de
27 000 especies distribuidas en 899 géneros (The Plant List, 2013); cuya diversidad, representa
alrededor de 10 % de las plantas con flores a nivel mundial (Beltran-Rodriguez et al., 2012). La
familia Orchidaceae se subdivide en cinco subfamilias: Apostasioideae, Vanilloideae,

Cypripedioideae, Orchidoideae y Epidendroideae (Roberts y Dixon, 2008; T¢llez, 2011).

En México se reconocen 1 260 especies de orquideas distribuidas en 170 géneros, con un 40 % de
endemismo (Tejeda-Sartorius et al., 2017). Aproximadamente 60 % se concentra en los bosques
de neblina, tipo de vegetacion que cubre solo 1 % del territorio nacional (Soto-Arenas et al., 2007).
Orchidaceae se encuentra entre las tres familias con mayor nimero de especies nativas, solo

superada por Asteraceae y Fabaceae (Villasenor, 2003).
Tipos y habitos de crecimiento

Las orquideas presentan dos tipos de crecimiento: 1) monopodial y 2) simpodial. Las primeras
desarrollan un solo tallo o eje de crecimiento y no producen pseudobulbos, como Phalaenopsis y
las segundas presentan varios ejes de crecimiento, por lo cual desarrollan varios tallos o

pseudobulbos, tal es el caso de Laelia (Menchaca, 2011; Beutelspacher, 2012).

Por su hébito de crecimiento se clasifican en epifitas, terrestres, litofitas y trepadoras; entre las
cuales se incluye el género Vanilla, e incluso hay una especie subterranea, la cual solo se localiza

en Australia (Rhizanthella gardneri) (Roberts y Dixon, 2008).
Morfologia

La morfologia que exhiben estas especies estd en funcion a su habito de crecimiento. Las orquideas
epifitas cuentan con raices aéreas que estan cubiertas por una epidermis esponjosa conocida como
velamen (Zotz y Winkler, 2013). Mientras que, las orquideas terrestres, dependiendo de la especie,

forman estructuras parecidas a los tubérculos subterraneos (Rittershausen y Rittershausen, 2014).



Las especies epifitas presentan un conjunto de tallos modificados o pseudobulbos (Beutelspacher,
2012), y las especies terrestres desarrollan un tallo tinico, en ambos casos los tallos terminan con

el escapo floral (Rittershausen y Rittershausen, 2014).

En su mayoria, las epifitas poseen hojas gruesas de forma ovalada o lanceolada, de borde entero y
venacion paralela, mientras que las terrestres poseen hojas delgadas. En general, las hojas son
perennifolias, pero algunas orquideas terrestres presentan hojas caducifolias (T¢llez, 2011; de la

Rosa et al., 2017).

Las flores son de simetria zygomorfa, con tres sépalos externos muy parecidos y tres pétalos
centrales, de los cuales, uno posee una ornamentacion diferente; el labelo, que puede producir

néctar o compuestos aromaticos, cuya funcion es atraer a los polinizadores (Menchaca, 2011).

En la parte central del labelo se localiza la columna, una estructura floral donde se fusionan el
pistilo y la antera, entre ambas estructuras se situa el rostelo, que evita la autopolinizacion, y en el
apice de la columna se encuentra el polinio (polen aglutinado) y el viscidio; una base cubierta de
mucilago, que cumple con la funcién de adherir el polen a los polinizadores (Menchaca, 2011;

Téllez, 2011).

El ovario se localiza al final de la columna, y una vez fecundado crece y se forma una capsula
dehiscente (T¢llez, 2011) que puede contener de 1 000 a 4 000 000 de semillas, y el peso de cada
una de las semillas oscila de 0.3 a 14 pg (Arditti, 1979).

Relacion entre las orquideas epifitas y sus forofitos

Las orquideas epifitas han evolucionado para sobrevivir de manera preferente en la parte central
de los arboles sobre los cuales crecen, es decir, en el segundo tercio de dichos arboles. Aqui
encuentran las condiciones microclimaticas adecuadas para su establecimiento, en comparacion
con la parte inferior del hospedero donde llega una menor cantidad de luz o en la copa del mismo,
donde la luminosidad es muy intensa lo cual dificulta la supervivencia de estas especies (de la

Rosa-Manzano et al., 2014).

La forma y la disposicion de las ramas, es decir, la arquitectura del forofito juega un papel

importante en el establecimiento de las orquideas epifitas, asi como la rugosidad de la corteza, ya



que esta se asocia al éxito de colonizacion, puesto que permite un mejor anclaje de las raices

(Halbinger y Soto, 1997; de la Rosa-Manzano et al., 2014).

Las orquideas epifitas toman el agua y los nutrimentos necesarios para su mantenimiento, a traveés
del agua de lluvia, del rocio, de la neblina y de la humedad que se retiene en la materia organica,
que se deposita en los troncos. El musgo y los liquenes también contribuyen a mantener el agua
disponible (Rittershausen y Rittershausen, 2014; de la Rosa-Manzano et al., 2017).
Adicionalmente, su éxito también depende de la relacion que entablan con los simbiontes, la
produccion masiva de semillas y de los mecanismos especializados de polinizacion que han

desarrollado.
Adaptaciones de las orquideas epifitas

Las orquideas epifitas son capaces de optimizar el uso de agua debido a diversas adaptaciones
morfolégicas y fisiologicas que han desarrollado a lo largo de su historia evolutiva. Las hojas estan
provistas de ceras que reflejan la luz y minimizan la pérdida de agua (de la Rosa-Manzano et al.,
2017). Los pseudobulbos, son una estructura especializada que permite el almacenamiento de agua
y de los carbohidratos (Stancato et al., 2001). Durante la época de sequia las orquideas toman el
agua almacenada en los pseudobulbos, para su mantenimiento, el cual se encoje hasta quedar
deshidratado, este es un proceso natural, que sucede cada afio en la mayoria de las especies epifitas,
y sobre los pseudobulbos secos nacen los nuevos brotes (Stancato ef al., 2001; Rittershausen y

Rittershausen, 2014).

La raiz aérea esta cubierta por el velamen, cuya funcion es absorber el agua en segundos y, por lo
tanto, los nutrimentos contenidos en el agua de lluvia, ademads, evita la pérdida rapida de agua,
protege a la raiz de la desecacion, facilita el intercambio de gases, brinda proteccidon mecanica a la
raiz y permite el anclaje a los arboles (Rittershausen y Rittershausen, 2014; de la Rosa-Manzano

etal., 2017).

Las orquideas de habitat seco se caracterizan por presentar un velamen grueso, el cual contribuye
aretener el agua por mas tiempo, en comparacion con las especies que poseen un velamen delgado.
El color blanco del velamen refleja la radiacion solar intensa y previene el sobrecalentamiento

(Zotz y Winkler, 2013).



Otra adaptacion importante es que la mayoria de las orquideas epifitas capturan el CO> durante la
noche, cuando la temperatura disminuye y la humedad relativa en el ambiente aumenta, y su
metabolismo es del tipo CAM (metabolismo acido de las crasulaceas) (Stancato et al., 2001; de la

Rosa-Manzano et al., 2017).
Laelia furfuracea

Dentro del género Laelia se han registrado alrededor de 25 especies neotropicales distribuidas de
Meéxico a Bolivia, asi como, en el sur de Brasil y en las Antillas. Su centro de diversidad se
concentra en México, con trece especies y cuatro hibridos naturales, por ende, son un elemento
sobresaliente de la orquideoflora en los bosques mexicanos (Halbinger y Soto, 1997; Salazar et

al.,2014; Solano et al., 2019).

Laelia furfuracea Lindl., se conoce como Lirio de San Francisco, monja e “ita ndeka” morada
“flor morada que crece en el roble”. Es endémica de la Sierra Madre del Sur, y su presencia se ha
registrado en ciertas localidades del estado de Oaxaca, en bosques de pino-encino. Es una planta
epifita de porte simpodial, su periodo de floracion inicia en octubre y culmina en diciembre,
incluso puede perdurar hasta enero y sus flores varian de un color rosa palido a rosa obscuro

(Halbinger y Soto, 1997; Espejo, 2012; Solano et al., 2019).
Prosthechea karwinskii

El género Prosthechea cuenta con alrededor de 90 especies, que se distribuyen en Centroamérica.
Prosthechea karwinskii (Mart.) Soto Arenas & Salazar, se conoce como lirio amarillo en los Valles
Centrales, Oaxaca, “ita ndeka” amarilla o “ita nchaca cuan” en la Mixteca, Oaxaca, monja o
monjita amarilla y flor castigada en Oaxaca, Oax., cebolla en Guerrero y corpus amarillo en

Michoacan (Silva, 2019).

Es una orquidea endémica del sur de México, y hasta hace poco se confundia con P. citrina. Crece
en la Sierra Madre del Sur y en el Eje Volcanico Transversal. Se establece en bosques de encino y
pino-encino y se distribuye en Michoacan, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Puebla y en Veracruz,
aunque en este ultimo estado, parece haberse extinguido. Mientras que en Guerrero y en Oaxaca
se concentran las poblaciones mejor conservadas. Es una epifita de porte simpodial y su floracion
ocurre a finales de febrero y a principios de mayo, sus flores son de un color amarillo intenso, las

cuales emanan un aroma citrico (Espejo, 2012; Silva, 2019).



Rhynchostele aptera

Rhynchostele es un género formado por 17 especies, en su mayoria endémicas de México, solo
tres especies se extienden hasta Centroamérica y una de ellas es exclusiva de Costa Rica. No se
conoce un nombre comun de Rhaynchostele aptera (Lex.) Soto Arenas & Salazar. Es endémica de
Meéxico (Espejo, 2012), y se distribuye en Durango, Jalisco, Michoacan, Morelos, Veracruz,
Guerrero y en Oaxaca, en bosques humedos de encino y de pino-encino. Es una planta epifita de
porte simpodial, sus flores son blancas con motes pardos y florece de febrero a abril (Jiménez,

1998).
Importancia biocultural de Laelia, Prosthechea 'y Rhynchostele

Las orquideas han sido empleadas en ceremonias, en la medicina tradicional y en la alimentacion,
desde tiempos precolombinos. Diversos grupos étnicos han conservado estos usos, y hoy en dia
forman parte de su patrimonio biocultural (Garcia-Pena y Pefia, 1981; Garcia et al., 2014). El
género Laelia es apreciado por la belleza de sus flores, por ello, son las especies mas utilizadas de
la familia Orchidaceae en las festividades religiosas, y se les reconoce como “flores sagradas”

(Solano-Gomez et al., 2010; Emeterio-Lara et al., 2016).

Las Laelias se venden en los mercados locales y en los tianguis desde $ 5.00 pesos mexicanos
(Santos et al., 2006; Emeterio-Lara et al., 2016), y en algunas comunidades indigenas se reporta
el cultivo de L. albida, L. anceps, L. gouldiana, L. autumnalis y L. furfuracea (Beltran-Rodriguez
etal., 2012).

Con las flores de P. karwinskii se adornan las iglesias en Semana Santa y se prepara el “agua de
gloria”, que se utiliza en la procesion de Pascua, en las regiones de la mixteca oaxaquena (Garcia
et al., 2014), y se considera una planta sagrada de la flora nacional (Solano-Gémez et al., 2010;
Gomez-Escamilla et al., 2019). A la fecha se comercializa en los mercados del Estado de México
(Malinalco), en Morelia y en Oaxaca a precios bajos (Emeterio-Lara ef al., 2016). Con respecto a
Rhynchostele aptera sus flores se utilizan para decorar canastas en Zaachila, Oaxaca (Solano-

Gomez et al., 2010).



Conservacion de las orquideas en México

Las orquideas enfrentan la destruccion de su habitat, debido al desarrollo de la agricultura y la
ganaderia (Cruz-Garcia et al., 2015; Fay et al., 2015). Al ser especies sensibles al cambio climatico
y responder ante las perturbaciones de los ecosistemas que afectan su diversidad y las interacciones
ecoldgicas que establecen con los simbiontes y con los polinizadores, se consideran indicadores

bioldgicos (Roberts y Dixon, 2008; Fay y Chase, 2009).

En la NOM-059-SEMARNAT-2010 se tiene el registro de 186 especies, de las cuales 61 estan en
la categoria de amenazadas, 15 en peligro de extincion, 109 bajo proteccion especial y una esta
extinta, del total conocido 73 son endémicas motivo por el cual, son el segundo grupo de plantas

con mas especies registradas en la norma (Beltran-Rodriguez et al., 2012).

L. furfuracea 'y P. karwinskii se encuentran entre las especies mas vendidas en Oaxaca. R. aptera
también es ampliamente recolectada y comercializada en sus areas de distribucion natural. Este
escenario se encuentra influenciado por el hecho de que estas especies poseen flores de interés
horticola y son utilizadas en diversas festividades (Solano-Gomez et al., 2010; Jiménez-Pefia et
al., 2018). Pese a la gran extraccion que sufre Laelia furfuracea y Rhynchostele aptera no estan

registradas en la NOM-059-SEMARNAT-2010, pero st Prosthechea karwinskii.

Simbiosis

La micorriza define la union entre un hongo y las raices de una planta (Camargo-Ricalde et al.,
2012), usualmente las micorrizas son de caracter mutualista, donde el micobionte transfiere los
nutrientes inorganicos que toma del suelo, hacia el fitobionte, y a cambio, este le transfiere
fotosintatos (Dearnaley y Cameron, 2017). Por esta razon las micorrizas participan de manera
activa en el reciclaje de carbono, nitrégeno y fosforo en los ecosistemas (van der Heijden ef al.,
2015). Se ha estimado que 90 % de las especies vegetales presenta algiin tipo de asociacion

micorricica, las cuales se clasifican en ectomicorriza, micorriza arbutoide, monotropoide,

arbuscular, ericoide y orquideoide (Camargo-Ricalde et al., 2012).
Simbiosis orquideoide

Las semillas de las orquideas son diminutas y presentan un embrion pequefio, que puede constar

de diez células, carecen de endospermo y de cotiledones, por lo cual su germinacion requiere de



manera obligada de la asociacion micorricica la cual fue descubierta por el botanico francés No¢l

Léon Bernard en 1899 (Arditti, 1979; Selosse et al., 2011).

Observaciones en Cattleya aurantiaca mostraron que su embrion contiene lipidos y proteinas, los
cuales estan restringidos (Arditti, 1979). En otros estudios se reveld la presencia de pequefias
cantidades de aztcares, granos de almidén y lipidos de reserva. Sin embargo, estos ultimos no
pueden ser movilizados por la ausencia de glioxisomas y por la baja concentracion de azlicares

(Arditti, 1979; Smith y Read, 2008).

En el proceso de colonizacion puede suceder que la semilla no sea infectada o elimine al hongo;
que el micobionte parasite y mate al protocormo o que suceda la simbiosis exitosa, cuyo caso se
describe a continuacion. Aunque los factores de como ocurre este proceso distan mucho de ser

totalmente conocidos (Arditti, 1979; Smith y Read, 2008).

En primera instancia la semilla se embebe, se hincha y ocurre la ruptura de la testa (Smith, 1996).
Tras la imbibicion de la semilla, se cree que pueden liberar amonio al medio y provocar la
colonizacion (Dearnaley y Cameron, 2017). En este momento las hifas penetran las células basales,
via suspensor o pelos epidérmicos, las cuales son invaginadas por la membrana plasmatica y el
citoplasma del huésped. Una vez que la semilla es colonizada, germina y se forma el protocormo,

una masa de células sin forma (Arditti, 1979; Smith y Read, 2008).

En el protocormo las hifas del hongo se propagan de célula a célula, las cuales se van enrollando
y forman la estructura caracteristica de esta colonizacion, los ovillos o pelotones (Arditti, 1979;
Smith y Read, 2008). Entre el peloton y la membrana de la célula se forma un espacio apoplastico
(matriz interfacial) donde se considera que ocurre la transferencia de nutrientes (Dearnaley y

Cameron, 2017).

Los hongos suministran los carbohidratos al protocormo, mediante las conexiones miceliales
(Smith, 1966; van der Heijden et al., 2015) cuando los pelotones son lisados (transferencia
necrotrofica), pero también se ha observado que el intercambio sucede cuando las hifas continuan
intactas, es decir, con el peloton sano y no lisado (transferencia biotréfica). Por lo cual, se ha
sugerido que es factible una combinacion de ambos mecanismos (Smith y Read, 2008; Bougoure

et al., 2014; Dearnaley y Cameron, 2017).
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Otra posible causa del colapso de las hifas, podria ser una reaccion de defensa, ya que las orquideas
producen fitoalexinas, como el orchinol, aislado de Orchis militaris; el loroglossol e hircinol

aislados de Loroglossum hircinum (Blakeman et al., 1976; Arditti, 1979).

En la micorriza orquideoide participan hongos del filum Basidiomycota, como Tulasnella,
Ceratobasidium y Serendipita (Sebacina), los cuales pueden ser saprofitos, ectomicorricicos,
endofitos, parasitos y patdégenos de plantas; asi como, algunos Ascomycota (Bonnardeaux et al.,
2007; McCormick et al., 2018). Bernard fue el primero en aislar a Rhizoctonia de las raices de una
orquidea (Smith y Read, 2008). Se estima que 9 % de las plantas forman este tipo de asociacion,
con la participacion de més de 25 000 especies de hongos (Brundrett, 2009; van der Heijden et al.,

2015).
Nutricion en las orquideas

La nutricion en las orquideas es muy peculiar, en un principio todas son micoheterotréficas, ya que
dependen de un hongo en su totalidad para la obtencién de nutrimentos (Rasmussen, 2002; van
der Heijden et al., 2015). Cuando el protocormo se desarrolla y se forman las hojas verdes,
entonces ocurre un proceso irreversible y las plantulas se vuelven fotosintéticas (Rasmussen y
Rasmussen, 2007; Smith y Read, 2008). Sin embargo, existen orquideas que al no poder realizar
la fotosintesis (aclorofilas) en su etapa adulta, siempre seran micoheterotroficas (Smith y Read,
2008). Por esta razon al considerar todo el ciclo de vida de las orquideas, nunca en su totalidad son
autétrofas y se ha considerado que incluso algunas orquideas verdes dependen tanto de sus
simbiontes como de la fotosintesis que efectian (un fendémeno denominado mixotrofia) durante
todo su ciclo de vida (Rasmussen y Whigham, 2002; Rasmussen y Rasmussen, 2007; Smith y
Read, 2008).

Evidencia del transporte bidireccional de nutrientes

Hasta hace algunos afios, se consideraba que el protocormo dependia de los nutrimentos
proporcionados por el hongo, el cual no recibia nada a cambio (Dearnaley y Cameron, 2017). Sin
embargo, estudios efectuados en Goodyera repens demostraron que alrededor de 3 % del carbono
es transferido de la orquidea fotosintética hacia el micelio del hongo Ceratobasidium cornigerum.
Simultaneamente, se ha demostrado que existe la movilizacion de nitrogeno y de fésforo del

simbionte fingico hacia la orquidea verde G. repens (Cameron et al., 2006, Cameron et al., 2007).
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También se ha observado que Tulasnella calospora es capaz de movilizar el nitrogeno en forma
de aminoacidos y amonio (NH4), pero no el nitrato (NOs3) hacia Serapias vomeracea. Lo que
sugiere que estos hongos son capaces de utilizar el nitrégeno en su forma organica e inorganica
(Fochi et al., 2017). En el protocormo de Spiranthes sinensis se demostrd que la transferencia de
carbono y nitrogeno a partir del simbionte Ceratobasidium sp. sucede a través de los pelotones

digeridos y no digeridos (Kuga et al., 2014).

Aunque los mecanismos de absorcion y transferencia de carbono, nitrégeno y fosforo entre las
orquideas y los hongos no estan del todo claros, se ha demostrado en algunos casos que esta
simbiosis establece un verdadero mutualismo, ya que ambos organismos se benefician a lo largo
de la asociacion protocormo-planta adulta, por lo tanto, comparte esta caracteristica con las

asociaciones arbusculares y las ectomicorrizales (Dearnaley y Cameron, 2017).
Interaccion rizobacterias-orquideas

Las rizobacterias estimulan el crecimiento, desarrollo y la productividad de las orquideas,
mediante mecanismos directos e indirectos. Los directos incluyen la solubilizacién de nutrimentos
como el hierro y el fosforo (Tsavkelova et al., 2005; Lugtenberg y Kamilova, 2009), la sintesis de
fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y acido abscisico) (Wilkinson et al., 1994;
Yang et al., 2014), y la fijacion de nitrogeno atmosférico (Lange y Moreira, 2001; Wang et al.,
2016; Alibrandi et al., 2020). En las orquideas el estudio de la interaccion con las rizobacterias
inici6 con Knudson en 1922 (Teixeira da Silva et al., 2015). La colonizacion bacteriana comienza
cuando los rizoides emergen del protocormo y atraen a las bacterias mediante la produccion de
exudados: azlcares, aminodcidos, acidos organicos y diversos metabolitos secundarios

(Tsavkelova et al., 2016; Pavlova et al., 2017).

Con respecto al comportamiento de la comunidad bacteriana se reconoce que las orquideas epifitas
presentan mayor diversidad, en relacion a las orquideas terrestres (Galdiano Junior ef al., 2011).
Esta caracteristica se adjudica a la presencia del velamen, el cual proporciona el nicho ecoldgico
adecuado para el establecimiento no solo de bacterias sino también de hongos y cianobacterias
(Tsavkelova et al., 2007; Shekhovtsova et al., 2013). Aunado a esto se ha considerado que en estas
especies el rizoplano es la zona con mayor diversidad microbiana y no la rizosfera, como en las

demas especies vegetales (Tsavkelova ef al., 2004; Alibrandi et al., 2020).
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En las orquideas, la presencia de rizobacterias varia en funcién de su habito de crecimiento, su
fenologia (Tsavkelova et al., 2007), y factores ambientales (temperatura, luz, y humedad), que
prevalecen en el nicho ecoldgico en el que se desarrollan (Wilkinson, 1989; Tsavkelova et al.,
2004; Esposito-Polesi et al., 2017). En diversos estudios se ha demostrado que no existe
especificidad entre los socios bacterianos y las orquideas involucradas (Wilkinson, 1989;
Tsavkelova et al., 2016; Pavlova et al., 2017). También se ha mencionado que la inoculacién con
rizobacterias ha resultado ser una técnica exitosa, con la que se ha logrado estimular la germinacion
de semillas y la aclimatacion de plantulas de diversas especies vegetales. Sin embargo, en las
orquideas ha sido poco utilizada, a pesar de que podria constituir una herramienta muy util en la
propagacion y en la conservacion exitosa de especies en peligro de extincion (Galdiano Jinior et
al., 2011; Pavlova et al., 2017). Actualmente, los estudios se han enfocado en la localizacion e
identificacion de bacterias que sintetizan el AIA, mientras que las rizobacterias que solubilizan los
fosfatos y con la capacidad de fijar nitrogeno, han sido poco exploradas (Shekhovtsova et al., 2013;

Esposito-Polesi et al., 2017; Alibrandi et al., 2020).
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CAPITULO I. COLONIZACION EN TRES ORQUIDEAS ENDEMICAS DE MEXICO
Claudia Garcia Sanchez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
1.1 RESUMEN

Orchidaceae enfrenta problemas de conservacion y, en consecuencia, toda la familia estd incluida
en el apéndice II de la Convencién sobre el Comercio Internacional de especies amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres. Las orquideas epifitas entablan una relacion estrecha con el foréfito que
les brinda el microclima propicio para su desarrollo, y para ello, han tenido que adquirir
adaptaciones morfologicas y fisiologicas, que han hecho posible su adaptacion al &mbito epifitico.
Entre estas adaptaciones se reconoce la simbiosis que forman con ciertos hongos, esenciales para
la germinacion de sus semillas y su desarrollo. México cuenta con una gran diversidad de
orquideas, entre ellas, las especies de interés en este estudio: Laelia furfuracea, Prosthechea
karwinskii y Rhynchostele aptera, de importancia econémica, medicinal y ceremonial. El objetivo
de estudio fue cuantificar la intensidad y la extension de la colonizacidn en las raices de estas
especies. La colecta se realiz6 en bosques de pino-encino, en tres comunidades de Oaxaca. En L.
Sfurfuracea se evaluaron 36 raices, las cuales se clasificaron en diferentes edades: jovenes, maduras
y senescentes y, estas raices se seccionaron en tres areas equidistantes: proximal, central y distal.
En P. karwinskii se seleccionaron 15 raices de edad madura que estuvieron en contacto con la
corteza del hospedero, este esquema de clasificacion fue igual para R. aptera. Se realizaron cortes
transversales con navajas Gillette®, los cuales se montaron en portaobjetos, se tifieron con fucsina
acida, y después de 24 horas se evaluo la colonizacioén. A los datos obtenidos se les aplico un
analisis de varianza y la prueba de Tukey con una p <0.05 en el programa SAS®. En L. furfuracea
el grado de colonizacion vario en funcion de la edad de las raices, y fue mayor en las raices maduras
(38 %), superando estadisticamente a las raices senescentes y jovenes. La colonizacion fluctud a
lo largo de las raices y fue mas intensa en el tejido cortical central de las raices maduras, en
contraste la colonizacion disminuyd en el drea proximal de todas las raices. P. karwinskii se colecto
en dos comunidades y la colonizacion fluctu6 entre 65 y 68 %, pero no se encontr6 diferencia

significativa entre ambas comunidades, mientras que en R. aptera la colonizacion fue de 48 %.

Palabras clave: Conservacion, fenologia de la raiz, materia organica, orquideoide y pelotones.
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CHAPTER 1. MYCORRHIZAL COLONIZATION IN THREE EPIPHYTIC ORCHIDS
ENDEMIC FROM MEXICO
Claudia Garcia Sanchez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
1.2 ABSTRACT

Currently the Orchidaceae family faces strong conservation problems and, consequently, the entire
family is included in Appendix II of the Convention on International Trade in Endangered Species
of Wild Fauna and Flora. Epiphytic orchids establish a close relationship with the phorophyte
which provides a unique microclimate which influences in their development; for this reason, they
have acquired morphological and physiological adaptations, which have made possible their
adaptation to the harsh epiphytic habit. Among these adaptations, they establish a specific
mycorrhizal symbiosis which are essential for their seed germination and development. Mexico
has great diversity of orchids, including the studied species Laelia furfuracea, Prosthechea
karwinskii and Rhynchostele aptera, which have economic, medicinal and ceremonial importance.
The objective of the study was to evaluate the mycorrhization in the roots of these species. The
collection was carried out in pine-oak forests, in three communities in Oaxaca. In L. furfuracea,
36 roots were evaluated, which were classified into different ages: young, mature and senescent,
and these roots were divided into three equidistant areas: initial, central and terminal. In P,
karwinskii 15 roots were selected, of mature age that were in contact with the host’s bark, this
classification scheme was the same for R. aptera. Cross sections were made with Gillette® blades,
which were mounted on slides, stained with acid fuchsin, and after 24 h the mycorrhizal
colonization was evaluated. An analysis of variance and Tukey's test were applied to the data
obtained with a p < 0.05 in the SAS® program. Mycorrhization in L. furfuracea varied depending
on the age of the roots, and was higher in mature roots (38 %), compared to senescent and young
roots. The infection fluctuated along the roots and was more intense in the proximal area to the
centre of the pseudobulbs. P. karwinskii was collected in two communities and the infection
fluctuated between 65 and 68 %, but no significant difference was found between both

communities. Finally, in R. aptera the colonization was 48 %.

Keywords: Conservation, root phenology, organic matter, coils and symbiosis.
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1.3 INTRODUCCION GENERAL

Actualmente las orquideas enfrentan problemas de conservacion, ya que sus poblaciones
disminuyen por la deforestacion de los bosques, el desarrollo de la agricultura, la ganaderia, y el
saqueo (Fay et al., 2015). Lo que ha llevado a que toda la familia esté incluida en el Apéndice 11
de la Convencién sobre el Comercio Internacional de especies amenazadas de Fauna y Flora

Silvestres (CITES) (Fay y Chase 2009).

Las orquideas poseen adaptaciones morfoldgicas que les permite desarrollarse en el &mbito epifito,
las hojas estan protegidas por ceras que evitan la pérdida de agua, los estomas estan hundidos (de
la Rosa-Manzano et al., 2014), los tallos suculentos almacenan el agua y los carbohidratos
(Stancato et al.,2001), el velamen que recubre las raices, evita la desecacion y permite la absorcion

de agua y nutrimentos y su metabolismo es acido crasulaceo (CAM) (Zotz y Winkler, 2013).

El hospedero crea un microclima favorable para el desarrollo de estas especies (Bergstrom y
Carter, 2008), incluso se ha propuesto que algunas orquideas epifitas estan asociadas a un forofito
especifico, el cual brinda las condiciones adecuadas para el establecimiento de los simbiontes
(Otero et al., 2007; Zettler et al., 2011). La composicion quimica de la corteza y las propiedades
fisicas, como la textura, el grosor y la capacidad de retener agua, pueden afectar la germinacion de

los hongos y el desarrollo de las semillas de las orquideas (Bergstrom y Carter, 2008; Harshani et
al., 2013).

Las semillas de las orquideas carecen de endospermo y en su germinacion participan hongos
saprofitos, ectomicorricicos, endofitos y fitopatdgenos del filum Basidiomycota y algunos
Ascomycota (Bonnardeaux et al., 2007; McCormick et al., 2018). Las hifas del hongo penetran
las células y dentro de ellas, se enrollan para formar los pelotones y asi colonizan el protocormo
(Smith y Read, 2008). El intercambio nutrimental se ha observado con los pelotones lisados y no
lisados, y se ha llegado a sugerir la combinacion de ambos mecanismos (Bougoure ef al., 2014).
Entre el hongo y la orquidea sucede la transferencia de carbono, nitrégeno y fosforo a lo largo de
su asociacion protocormo-planta adulta, por ello, la micorriza orquideoide se considera un

mutualismo verdadero (Cameron et al., 2006; Cameron ef al., 2007).

L. furfuracea, P. karwinskii y R. aptera se extraen en grandes cantidades, debido a los usos y

costumbres de las comunidades que se han establecido en las cercanias de los bosques en donde
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se localizan, lo que podria llegar a afectar a las comunidades vegetales. Hay que destacar que las
tres especies son endémicas de México, y que L. furfuracea es de distribucion restringida, ya que
solo se localiza en el estado de Oaxaca. En particular, el estudio de los simbiontes en las orquideas
se ha desarrollado poco en México, y en las especies de interés, no se han realizado investigaciones
en este rubro. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la intensidad y la extension de
la colonizacion en el tejido cortical de las raices en estas orquideas. En el caso de L. furfuracea, se
evaluaron raices en diferentes estados fenoldgicos: jovenes, maduras y senescentes, asi como,
distintas areas de las raices: proximal, central y distal, considerando la base del pseudobulbo de la
orquidea. En P. karwinskii se evaluo si la colonizacion en el tejido cortical vario con respecto a las
dos areas de colecta: Santa Catarina Estetla y La Purisima Concepcion, y se compar6 el grado de

colonizacion entre P. karwinskii de las dos comunidades y R. aptera.
1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Colecta del material vegetal

Laelia furfuracea Lindl., se colectd en enero de 2018 en la comunidad de Santa Catarina Estetla,
ubicada en el municipio de Santa Maria Pefioles, Oaxaca, en las coordenadas geograficas 17°
16.593° N y 97° 38.132” O a una altitud de 2 150 m. Prosthechea karwinskii (Mart.) Soto Arenas
& Salazar, se colectd en marzo de 2018 en dos comunidades de Oaxaca: en Santa Catarina Estetla
y en La Purisima Concepcion, en La Heroica Ciudad de Tlaxiaco, a 17° 16° 27.9” Ny 97° 38’
30.9” O a una altitud de 2 160 m (Figura 1).

Mientras que Rhynchostele aptera (Lex.) Soto Arenas & Salazar es originaria de la comunidad de
Ndoyocoyo, en el municipio de San Esteban Atatlahuca, Tlaxiaco, situada a 17° 06 45” Ny 97°
43’ 59.9” O a una altitud de 2 520 m. Esta planta fue una donacién del Mtro. Daniel Bautista

Avendafio, en julio de 2018.

Para ingresar al bosque de Santa Catarina Estetla se requirid el permiso de las autoridades
comunales y en el recorrido nos acompaii6 un habitante de la zona, quien conocia la ubicacion de
las orquideas. Tanto L. furfuracea como P. karwinskii provienen de bosques de pino-encino y
crecen sobre los encinos (Quercus sp.), acompanadas de liquenes, helechos y bromelias, incluso

se observo que ambas especies crecen en el mismo forofito.
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Figura 1.1. Colecta del material %/e’getal. A) bosque en la comunidad de Santa Catarina Estetla; B) colecta
de L. furfuracea; C) bosque en la comunidad de La Purisima Concepcion; D) colecta de P. karwinskii.
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Las raices de L. furfuracea se desarrollan sobre la corteza y se pudieron obtener raices completas,
en cambio, las raices de P. karwinskii se extienden entre y por debajo de la corteza, por ello, las
raices que se tomaron estaban incompletas o dafiadas, sin el velamen. Se colectaron tres plantas de
cada especie, las cuales se caracterizaron por presentar de diez a quince pseudobulbos. Cada una
de ellas, se desprendid con la mano, y se guardaron en bolsas de papel para su transporte y posterior
tratamiento en el laboratorio de Microbiologia, en el Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillos, Texcoco, estado de México.
1.4.2 Clasificacion de las raices para su analisis

En el laboratorio se seleccionaron raices completas, con el velamen integro y sin ningin dafio
mecanico aparente. Las raices se cortaron desde la base del pseudobulbo con navajas Gillette®, y
se lavaron con agua purificada. En L. furfuracea se eligieron doce raices maduras y doce raices
senescentes, aunado a esto, las plantas se conservaron vivas en las instalaciones y después de un
mes se observo el brote de raices jovenes, de estas se eligieron doce raices y se realizd el
procedimiento mencionado. Las raices se clasificaron en tres etapas fenologicas: jovenes, maduras

y senescentes:
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1) En las raices jovenes se observo un velamen blanquecino, turgente y de consistencia
esponjosa al tacto, y como las raices estaban en crecimiento, es caracteristico que el apice
presentara una coloracion verduzca.

2) En las raices maduras se aprecio un velamen de color amarillo-café claro, turgente y de
consistencia medianamente esponjosa.

3) Mientras que las raices senescentes exhibian un velamen de color café oscuro, sin turgencia

y su consistencia era coriacea.

Cabe aclarar que las raices maduras y senescentes estaban presentes cuando se colectaron las
orquideas en campo, mientras que las raices jovenes crecieron en condiciones asépticas. Las raices
clasificadas por su fenologia se seccionaron en tres areas equidistantes: 1) area proximal, 2) area
central y 3) 4rea distal. Esta segmentacion se consider6 a partir de la base del pseudobulbo (tallo
modificado de las orquideas epifitas), hacia el &pice o parte final de cada una de las raices. Solo

en L. furfuracea fue posible hacer esta clasificacion, ya que se colectaron raices completas.

En cambio, debido a las condiciones en las que se desarrollan las raices P. karwinski, fue posible
analizar un solo tipo de raiz: 1) Raices maduras con presencia de restos organicos. En esta especie
se analizaron quince raices de las plantas colectadas en Santa Catarina Estetla y quince raices de

las plantas provenientes de la comunidad La Purisima Concepcion.

En R. aptera se analizaron quince raices maduras que crecieron en contacto con la corteza del
encino. Esta especie fue una donacion y solo se proporcion6 una planta montada en un tronco, la
cual se rescatd del bosque, ya que en esta zona las personas utilizan los encinos para la produccion

de carbon.
1.4.3 Tincién y colonizacion

Las raices se colocaron en cajas de Petri con agua destilada durante quince minutos, con la
finalidad de reblandecer el tejido y retirar los residuos de corteza y musgo, presentes en las raices
maduras y senescentes, ya que las raices jovenes estaban libres de restos organicos. Se tomo cada
una de las raices y de acuerdo a la clasificacion empleada, se realizaron cortes transversales de

aproximadamente 1 mm de espesor con navajas para afeitar Gillette®.

Los cortes seleccionados al azar se colocaron sobre los portaobjetos y con un gotero se adiciond

el colorante. Para la tincion se utilizo fucsina dcida Meyer® al 0.01 % p/v diluida en éacido lactico,
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glicerol y agua destilada en la proporcion 14:1:1 (Rasmussen y Whigham, 2002). Después de 24

horas se procedi6 a observar las muestras tefiiddas en un microscopio 6ptico Leica® a 10x y 40x.

En la evaluacion de la colonizacion se empled el método propuesto por Rasmussen y Whigham
(2002). Es una escala visual, que consiste en fraccionar el cortex de cada una de las muestras en
cuadrantes imaginarios. Se inici6 en 0 % (sin colonizacidn), seguido de 12.5 %, 25 %, 50 %, 75
% y 100 % (todo el tejido cortical ocupado por pelotones fungicos). También se registr6 el nimero
total de cortes realizados, en cada uno de ellos se identificd la presencia o ausencia de los
simbiontes y de este modo conocer que tanto se extendio la colonizacion a lo largo de las raices
analizadas. Ambos datos son complementarios, ya que el primero nos mostr6 el porcentaje del
tejido cortical que es ocupado por los simbiontes, y en el segundo caso se indicd que tanto se

propago6 la colonizacion a lo largo de las raices.
1.4.4 Analisis estadistico

En L. furfuracea se realiz6 un anélisis de varianza con los resultados obtenidos de las dos variables
de estudio edad y area de la raiz, y en P. karwinskii y R. aptera se efectu6 un ANOVA de una via,
ya que solo se examind un tipo de raiz (raices maduras con restos organicos). Asi como, una
comparacion de medias con la prueba de Tukey (p < 0.05), para registrar como influyen las
variables de estudio en la colonizacion de las especies en estudio. Las pruebas estadisticas se

efectuaron con el programa SAS® version 9.0.
1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 la presencia y la distribucion de los hongos orquideoides en las epifitas: Laelia
furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele aptera, y en cada uno de los casos se encontro

que el tejido cortical de las raices es colonizado por estos microorganismos.

En L. furfuracea, se analizaron raices de diferentes edades (jovenes, maduras y senescentes) y se
encontr6 que son colonizadas por estos hongos, y que la colonizacion varié en funcion a la
fenologia de la raiz. En este caso se observo que las raices maduras son las mas colonizadas con
38 %, seguidas de las raices senescentes con 18 %, y las raices jovenes fueron escasamente
colonizadas, en menos del 1 % de su tejido cortical. Los resultados indican que las raices maduras
son mas colonizadas y superan estadisticamente a las raices senescentes y a las raices jovenes, con

una (p < 0.05) (Figura 2).
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Figura 1.2. Porcentaje de la colonizacién en el tejido cortical en las raices de diferentes edades en L.
furfuracea. Raices jovenes = barra negra; raices maduras = barra gris; raices senescentes = barra con
diagonales. Los valores son medias + el error estandar, y aquellos con la misma letra no son diferentes
significativamente de acuerdo a la prueba de Tukey (o= 0.05); n = 540; Diferencia Minima Significativa =
8.92.

Una medida complementaria a la proporcion del tejido cortical colonizado por pelotones, es la
propagacioén de la colonizacion, que considera el nimero total de muestras o cortes realizados. En
L. furfuracea se contabilizaron 1 620 segmentos de raices, y en ellos se registrd una extension de

92 % en las raices senescentes, 89 % en las raices maduras y 1 % en las raices jovenes.

Esto pudo suceder porque las raices maduras y senescentes estuvieron en contacto directo con los
restos organicos que se depositaron en la corteza de los encinos, mientras que las raices jovenes
crecieron en ausencia de la materia organica y de su forofito. Investigaciones realizadas en otras
especies de orquideas epifitas mencionan que las raices viejas o longevas presentan colonizaciones
mas intensas que las raices jovenes (Raman y Nagarajan, 1999; Bertolini et al., 2014). Ya que la
colonizacion de estos hongos se propaga en las raices que han estado en contacto con el sustrato
presente en las ramas de los arboles u otras raices micorrizadas (Bermudes y Benzing, 1989;
Hossain, 2019). En contraste, las raices que no entran en contacto con su hospedero, no son
colonizadas (Raman y Nagarajan, 1999), o pueden llegar a presentar colonizaciones esporadicas,

menores al 1 %, como en este caso.
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Entre los primeros reportes de orquideas epifitas, se encontraron colonizaciones eventuales y
menores al 1 % (Hadley y Williamson, 1972). Pero, en afios posteriores, se ha demostrado que
diversas especies de orquideas epifitas son colonizadas de manera variable y se han reportado
colonizaciones que van desde el 10 % hasta casi el 100 % en su tejido cortical; tanto en especies
cultivadas en invernadero, en Nueva Zelanda (Bagyaroj y Powel, 1983); y en su habitat natural:
en Ecuador (Bermudes y Benzing, 1989), en Costa Rica (Lesica y Antibus, 1990), en India (Raman
y Nagarajan, 1999; Sathiyadash et al., 2012), en México (Cruz, 2007; Jiménez, 2013; Bertolini et
al., 2014), y en Bangladesh (Hossain, 2019).

Al considerar cada una de las areas (proximal, central y distal) de la raiz, se observo que la
colonizacion fluctué a lo largo de ellas, y fue més intensa en el tejido cortical central de las raices
maduras (50 %), que fue estadisticamente mejor (P < 0.05), seguida del area distal de las raices
maduras (34 %) y senescentes (36 %), y el drea proximal de las raices maduras (30 %), en contraste
la colonizacion disminuyo en el area proximal de las raices jovenes y senescentes. Al relacionar el
area de la raiz con su edad, se encontr6 que la colonizacion fue escasa en las raices jovenes, como
una consecuencia directa de la ausencia de restos orgédnicos, ya que estas raices no estuvieron en
contacto con la corteza de los encinos. En comparacion a las raices maduras y senescentes, las

cuales si crecieron sobre las ramas de su hospedero (Figura 3).
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Figura 1.3. Porcentaje del tejido cortical colonizado en las diferentes areas de las raices: proximal, central
y distal, en las raices de diferentes edades de L. furfuracea. Raices jovenes = barra negra; raices maduras =
barra gris; raices senescentes = barra con diagonales. Los valores son medias + el error estandar, y aquellos
con la misma letra no son diferentes significativamente de acuerdo a la prueba de Tukey (a = 0.05); n =
180; Diferencia Minima Significativa = 17.35.
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El patrén de distribucion se atribuye a que el area central y distal de las raices son una zona de
crecimiento estable y madura, en comparacion al area proximal que es joven y esta en desarrollo
constante (Raman y Nagarajan, 1999; Bertolini et al., 2014). Los resultados indican que es
importante el contacto con el forofito, ya que este es el sustrato donde se encuentran las esporas
de los hongos y la presencia de musgos, liquenes, bromelias y helechos en las ramas de los encinos
permite la acumulacion de residuos organicos, que ayudan a reducir la variacion térmicay a retener
la humedad, condiciones que permiten el establecimiento de las orquideas epifitas (Granados-
Sanchez et al., 2003).

Con respecto a Prosthechea karwinskii, se hallé que las plantas colectadas en la comunidad de
Santa Catarina Estetla, exhibieron una colonizacion cortical del 68 %, y los especimenes nativos
de La Purisima Concepcidn, presentaron una colonizacion del 65 %. Al realizar la comparacion
de medias en esta especie no se encontraron diferencias significativas entre las dos zonas de colecta
(Figura 4). Mientras que en R. aptera la ocupacidon del tejido cortical fue del 48 %, y al comparar
los niveles de colonizacion entre estas especies, se observd una mayor micorrizacion en P.
karwinskii, con respecto a R. aptera y se determind una diferencia significativa entre ambas

especies (Figura 4).
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Figura 1.4. Porcentaje de colonizacion en el tejido cortical de P. karwinskii y R. aptera. P. karwinskii
colectada en la comunidad de Santa Catarina Estetla = barra negra; P. karwinskii de la comunidad La
Purisima Concepcion = barra con diagonales; R. aptera originaria de San Esteban Atatlahuca = barra gris.
Los valores son medias + el error estandar, y aquellos con la misma letra no son diferentes
significativamente de acuerdo a la prueba de Tukey (o= 0.05); n = 675; Diferencia Minima Significativa =
16.11.
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En P, karwinskii de Santa Catarina Estetla se observaron 700 cortes transversales, y con estos datos
se registro que la colonizacion se extendio en 99 % de las raices analizadas, en P. karwinskii de La
Purisima Concepcion, se considerd el mismo niimero de cortes y se estimo una extension en 98 %
del tejido cortical que se examind. Mientras que, en R. aptera se contaron 900 cortes y se aprecid
una extension de 91 % en el tejido que se estudid. Esto nos indica, que los simbiontes habitan una
gran drea del cortex en las raices de estas orquideas epifitas, pero en diferentes proporciones, como
lo indican los resultados obtenidos. En la Figura 5 se muestra la presencia de pelotones fungicos o

el enrollamiento de hifas, que es la caracteristica morfoldgica de esta simbiosis.

Figura 1.5. Colonizacion en el tejido cortical de L. furfuracea y R. aptera. A) Cortex libre de micorrizacion
a 10x; B) 100 % de colonizacion a 4x; C) Pelotones no digestados a 40x; D) Pelotones digestados e hifas
fungicas a 100x. A) y C) corresponden a L. furfuracea; B) y D) a R. aptera.
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En las tres especies de estudio siempre se encontraron pelotones digestados o degradados, solo en
contadas ocasiones, al rededor del 1 % se apreciaron pelotones no digestados o recién formados,

y fue posible observar el enrollamiento de las hifas (Figura 5).

Con base en los resultados obtenidos y la literatura consultada, se sabe que la presencia de los
simbiontes depende del habito de crecimiento, de la especie (Sathiyadash et al., 2012), del estado
fenologico de las raices (Raman y Nagarajan, 1999; Bertolini et al., 2014), de la edad de la planta
(Bagyaroj y Powel, 1983; Rasmussen y Whigham, 2002), del contacto con el sustrato que se
deposita en la corteza del forofito (Bermudes y Benzing, 1989; Lesica y Antibus, 1990), y de la

variacion estacional (Hossain, 2019).

Es importante mencionar que la distribucion de las orquideas en sus foréfitos, ha sido poco
explorada (Halbinger y Soto, 1997). Es probable que la preferencia de L. furfuracea, P. karwinskii
y R. aptera, por los encinos dependa de la distribucion de los simbiontes, y de las propiedades
fisicas y quimicas de la corteza del hospedero, que pueden influir en su germinacion y desarrollo
(Otero et al., 2007; Bergstrom y Carter, 2008; Zettler et al., 2011; Harshani et al., 2013). Por ello,

hay que desarrollar la investigacion en este &mbito, para conocer mas sobre esta relacion.

En el caso de que se conozcan los simbiontes y las condiciones para que esta relacion se lleve a
cabo, se podrian desarrollar programas dirigidos a la conservacion y propagacion de estas especies,
lo que podria llegar a ser una fuente de ingreso sostenible para los pobladores que habitan en las

cercanias de las zonas de estudio, en un largo plazo.

El anélisis de los datos nos indico que P. karwinskii es la especie que cuenta con mayor proporcion
del tejido cortical colonizado por pelotones con 68 % para las plantas que crecieron en la
comunidad de Santa Catarina Estetla; 65 % para la misma especie que se desarrolld en la
comunidad de La Purisima Concepcion; seguida de R. aptera con 48 %, y de L. furfuracea fue 38
%, cuando se realizo el analisis de las raices completas; sin embargo, al analizar las diferentes
areas de la raices se obtuvo que la colonizacion fue mayor en el area central de las raices maduras

de L. furfuracea con 50 %.

Las raices de P. karwinskii se desarrollan entre y por debajo de la corteza, y es por esta

caracteristica, que se atribuye una mayor proporcion del tejido cortical colonizado, ya que en las
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raices se conserva la humedad por mas tiempo, lo que favorece el establecimiento y mantenimiento
de los simbiontes, en comparacion a las raices de L. furfuracea que crecen y se extienden por
encima de la corteza, y al estar expuestas pierden con mayor facilidad la humedad. Las especies
en estudio son de importancia cultural y econdmica, son colectadas y comercializadas para las
festividades de semana santa, dia de todos santos y navidad. Sufren la presion de una extraccion

masiva, lo que estd afectando sus comunidades naturales.

1.6 CONCLUSIONES

Se observo que el tejido cortical de L. furfuracea, P. karwinski y R. aptera estad colonizado en
diferentes grados por los hongos orquideoides. En L. furfuracea se encontr6 que la colonizacion
vari6 en funcion a la edad de las raices, y que la distribucion de los simbiontes va a fluctuar a lo
largo de las raices, ya que la mayor micorrizacion se localizd en el area central de las raices,
siempre que entraran en contacto con la corteza de su hospedero, ya que la presencia de residuos
organicos influye en la presencia de los simbiontes. De igual forma se demostré que en P
karwinskii y R. aptera, la colonizacién del tejido cortical de las raices esta influenciado por el

contacto con los residuos organicos que se depositan en el forofito.
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CAPITULO II. BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATOS Y PRODUCTORAS
DE ACIDO INDOLACETICO ASOCIADAS CON ORQUIDEAS EPIFITAS
Claudia Garcia Sanchez, D.C.

Colegio de Postgraduados, 2021
2.1 RESUMEN

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son de interés, debido a que se pueden utilizar
en la produccion de cultivos ornamentales, medicinales y alimenticios, y su implementacion podria
disminuir la aplicacion de fertilizantes quimicos, que degradan y contaminan los ecosistemas, y
los suelos agricolas. En las orquideas se han identificado rizobacterias de importancia funcional
capaces de promover la germinacion de las semillas, y de estimular el crecimiento de las plantulas,
lo cual resulta util en la preservacion de estas especies, afectadas por la deforestacion de sus
habitats naturales. En el presente trabajo se aislaron y se seleccionaron bacterias solubilizadoras
de fosfatos y productoras de acido indolacético, en tres orquideas endémicas de México: Laelia
furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele aptera. La colecta se realizd en tres
comunidades del estado de Oaxaca. Para obtener los aislamientos bacterianos se peso6 1 g de raiz,
se cortaron en fragmentos de 5 mm y se lavaron. Se realizaron diluciones seriadas y a partir de la
dilucion 10° se tomd una muestra por triplicado y se procedid a la siembra en medios de cultivo
especificos. Posteriormente, se seleccionaron colonias aisladas y se cultivaron por estria cruzada.
Cada uno de los aislamientos se sembro en el medio Pikovskaya, y si se form6 un halo traslucido
alrededor de la colonia, se selecciono, para realizar la prueba cuantitativa de solubilizacion de
fosfatos. En el caso de las bacterias productoras de acido indolacético (AIA) se utiliz6 el medio
Luria-Bertani liquido, al cual se adicion¢ el reactivo de Salkowski. Posteriormente, se eligieron
las cepas que desarrollaron una coloracion rosa para efectuar la cuantificacion de AIA. A los datos
obtenidos se les aplicd un andlisis de varianza y una prueba de Tukey (a = 0.05). A partir de L.
furfuracea se obtuvieron 20 aislamientos, de P. karwinskii de Santa Catarina Estetla 18, de P,
karwinskii de la Purisima Concepcion 29, y de R. aptera 11, respectivamente. De las 78 cepas de
bacterias, 24 solubilizaron fosfatos en un rango de 26.31 a 14.58 ug mL™! y 15 produjeron AIA de

0.12 a 0.40 pg mL™! y solo en 4 aislamientos se detectaron ambas capacidades.

Palabras clave: Conservacion, Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele aptera.
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CHAPTER 1l. PHOSPHATE SOLUBILIZING AND INDOLACETIC ACID PRODUCING
BACTERIA ASSOCIATED TO THREE EPIPHYTE ORCHIDS
Claudia Garcia Sanchez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
2.2 ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria are of great ecophysiological relevance, because they can be used
in the production of ornamental, medicinal and food crops, and their implementation could reduce
the application of chemical fertilizers, which degrade and pollute ecosystems and agricultural soils.
Rhizobacteria capable of promoting seed germination and stimulating seedling growth have been
identified in orchids, which have great potential for the conservation of these species, strongly
affected by deforestation of their natural habitats. For these reasons, in this work the isolation and
characterization of bacteria capable to solubilize phosphates and produce indoleacetic acid was
conducted in three endemic orchids of Mexico: Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii, and
Rhynchostele aptera. The sampling was carried out in the three communities in the state of Oaxaca.
In order to obtain the bacterial isolates, 1 g of root was weighed, cut into 5 mm fragments and
washed. Serial dilutions were made and from 10° dilution a sample was taken in triplicate and
grow in solid agar plates containing specific culture media. Some isolated colonies were selected
and cultured. Subsequently, each of the isolates was grown in Pikovskaya medium, and if a
translucent halo was formed around the colonies, they were selected, to perform the quantitative
phosphate solubilization test. For the isolation of bacteria able to produce indoleacetic acid (AIA),
the Luria-Bertani liquid medium was used, to which Salkowski reagent was added, and the
colonies that developed a pink coloration were chosen to carry out the quantification of AIA. An
analysis of variance and Tukey’s test (o= 0.05) were applied to the data obtained. In L. furfuracea,
20 isolates were obtained, in P. karwinskii from Santa Catarina Estetla 18, in P. karwinskii from
La Purisima Concepcion 29, and R. aptera 11, respectively. Among the 78 isolates, 24 solubilized
phosphates in a range of 26.31 to 14.58 ug mL! and 15 produced IAA of 0.12 to 0.40 ug mL™! and

only in 4 of the them both abilities were recorded.

Keywords: Conservation, Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii and Rhynchostele aptera.
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2.3 INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, es relevante el estudio de las bacterias que habitan en los tejidos de las especies
vegetales, ya que estos microorganismos influyen en su crecimiento y desarrollo, mediante la
produccion de compuestos benéficos y por ello, se han denominado rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) (Tsavkelova et al., 2005). Estas bacterias se localizan en la rizosfera,
en el rizoplano, en el filoplano y en los tejidos internos de las plantas (Lugtenberg y Kamilova,
2009; Teixeira da Silva et al., 2015). Dentro de los grupos de bacterias de mayor importancia
ecofisiologica se encuentran aquellas capaces de solubilizar fosfatos y sintetizar la fitohormona,

acido indolacético.

El fosforo es una macronutriente esencial que forma parte de las moléculas orgénicas, y las
reservas de este elemento se caracterizan por su insolubilidad (Avila-Martinez et al., 2015;
Restrepo-Franco et al., 2015) y ante su baja disponibilidad, las plantas han desarrollado
asociaciones simbidticas con bacterias solubilizadoras de fosfatos, capaces de mineralizar o
solubilizar las fuentes inorganicas y organicas de fosforo a ortofosfatos (H2 POs y HPO3), que son
las formas disponibles que pueden absorber las raices de las plantas (Gayosso-Barragan et al.,

2017; Nacoon et al., 2020).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos representan un componente integral dentro del ciclo del
fosforo. Dentro de ellas se encuentran especies de los géneros: Achromobacter, Aereobacter,
Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum, Mesorhizobium, Pantotea, Rhizobium, Rhodobacter
y Serratia (Patifio-Torres y San Clemente-Reyes., 2014). Este grupo de bacterias facilitan el
establecimiento de las plantas en suelos deficientes de fosfatos e incrementan su disponibilidad
(Hernandez-Leal et al., 2011; Avila-Martinez et al., 2015). Adicionalmente estimulan el
crecimiento de las plantas, y contribuyen a incrementar las reservas de fosforo en el suelo
(Hernandez-Leal ef al., 2011; Avila-Martinez et al., 2015). Estos microorganismos liberan 4cidos
organicos, tales como; acido citrico, oxalico, malico, formico, lactico y succinico, que contribuyen
a lareduccion del pH de los suelos y ayudan a solubilizar el fosforo en la rizosfera, ademas, pueden

producir 4acido indolacético (AIA) (Nacoon et al., 2020).

El 4cido indolacético es sintetizado por las plantas y los microorganismos; quienes son los
productores mas eficientes de auxinas (Tsavkelova et al., 2006). Dentro de los microorganismos

que producen auxinas se han identificado especies de Pseudomonas, que son las sintetizadoras
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mas activas; asi como especies de Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella, Microbacterium, Rhodococcus, Sphingomonas y Xanthomonas (Tsavkelova et al.,

2005; Tsavkelova et al., 2006; Pavlova et al., 2017).

Las raices exudan diversos compuestos organicos, entre los cuales se encuentra el triptdéfano, que
es convertido en AIA por las rizobacterias (Mehdipour Moghaddam et al., 2012; Tsavkelova et al.,
2016). El AIA es la fitohormona mas activa y controla los procesos fisiologicos de division,
expansion y diferenciacion celular en las plantas (Tsavkelova et al., 2007; Yang et al., 2014).
Participa en la formacion de raices, en la floracion, en la fotosintesis, en la sintesis de metabolitos,
y en la resistencia a factores que causan el estrés (Tsavkelova et al., 2006; Mehdipour Moghaddam

etal.,2012; Faria et al., 2013).

Algunos autores han considerado que 80 % de las bacterias rizosféricas producen AIA (Spaepen
et al., 2007) y es durante la fase estacionaria de su crecimiento, cuando se produce la mayor

cantidad de esta fitohormona (Tsavkelova et al., 2006; Mehdipour Moghaddam et al., 2012).

Las bacterias aisladas de las raices de las orquideas participan de manera activa en su crecimiento,
por medio de la produccion de la fitohormona 4cido indolacético y en menor medida mediante la
solubilizacion de fosfatos, las cuales han sido empleadas de manera efectiva en la bacterizacion de
semillas y en la inoculacion de plantulas promoviendo de manera efectiva su crecimiento y
desarrollo. La investigacion en esta tematica se ha explorado en un nimero restringido de
orquideas, principalmente de habito epifito. En México, pese a la diversidad de orquideas los
estudios en esta area son limitados. Por ello, el objetivo de este trabajo fue aislar a las bacterias
presentes en las raices de las orquideas epifitas L. furfuracea, P. karwinskii y R. aptera, y
posteriormente se realizaron las pruebas cualitativas y cuantitativas, para seleccionar aquellas con

la capacidad de solubilizar fosfatos y sintetizar acido indolacético.
2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Aislamiento de cepas bacterianas

Las raices de las orquideas colectadas en campo: L. furfuracea, P. karwinskii (procedente de los
dos sitios de estudio) y R. aptera; se seleccionaron, limpiaron y cortaron en fragmentos de 5 mm
de largo con navajas Gillette®. Se utilizo 1 g de raiz con velamen de cada una de las especies

mencionadas y se realizaron lavados con agua destilada estéril, las muestras se mantuvieron en
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agitacion durante 15 minutos a 120 rpm; este proceso se realizo por triplicado (Tsavkelova et al.,
2007a). Las raices limpias se transfirieron a un frasco con agua destilada estéril y se mantuvieron
en agitaron durante 24 horas a 120 rpm, a partir de esta solucion se tom6 una alicuota de 1 mL

para efectuar las diluciones (Tsavkelova ef al., 2007a).

De la dilucion 10° se tomo una alicuota de 100 pL, se transfirid a una caja de Petri y se esparcid
con la espatula de Drigalsky. Cada muestra se sembro por triplicado y se incubaron a 28 °C durante
48 horas. Cuando se observo el crecimiento bacteriano, se contaron las colonias y se determiné el
nimero de unidades formadoras de colonias de las raices de L. furfuracea, P. karwinskii y R.
patera. De las colonias bacterianas que crecieron en el medio de cultivo se seleccionaron aquellas
con diferente forma y color, y se resembraron por estria cruzada en cajas de Petri. Posteriormente,
se resembraron en tubos inclinados con agar nutritivo, para su conservacion y posterior uso

(Ferrera-Cerrato ef al., 1993; Ramirez-Gama ef al., 2015).

En el aislamiento de cepas bacterianas se utilizaron medios selectivos sin fuentes de nitrogeno: el
medio de cultivo fuente combinada de carbono para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre
(Rennie, 1981) (Apéndice A), y el medio de cultivo para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida

libre, modificado (Rennie, 1981) (Apéndice B) (Hernandez et al., 2003).
2.4.2 Bacterias solubilizadoras de fosfatos

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo nutritivo y se mantuvieron en agitacion a 120 rpm,
hasta alcanzar la concentracion bacteriana requerida. Se empleé como referencia la escala de
McFarland, y se utiliz6 el tubo 1 de la escala de turbidez, el cual contiene una densidad aproximada
de 3x10® unidades formadoras de colonias (Ramirez-Gama et al., 2015). Cuando se observé la
turbidez adecuada, se tomo una alicuota de 10 pL y se sembr0 por triplicado en el medio
Pikovskaya (Apéndice C). Las bacterias se incubaron durante siete dias a 28 °C. En algunos casos
se observo un halo traslucido alrededor de la colonia, el cual es un indicador visual cualitativo de
la capacidad para solubilizar fosfatos, y con un vernier digital se registré la medida del halo en

milimetros (Gayosso-Barragén et al., 2017).

Las cepas bacterianas con la capacidad de solubilizar fosfatos se cultivaron en medio liquido
Pikovskaya durante siete dias, posteriormente se centrifugaron a 7 000 rpm durante 15 minutos.

El sobrenadante se conservd y el concentrado bacteriano se elimind. Posteriormente, en una
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microplaca de 96 pozos se adicionaron 200 pL del sobrenadante, 100 pL de vanadato y 100 pL de
molibdato, cada una de las cepas bacterianas se realizé por triplicado. Después de cinco minutos
se procedio a realizar la lectura en un espectrofotdmetro lector de microplacas marca BioTek® a

una absorbancia de 420 nm.

Para esta reaccion se prepard metavanadato de amonio (NHs VO3) al 0.25 %, en una solucion de
acido nitrico (HNOs3) al 35 %, y una solucion de molibdato de amonio ((NH4)s MO7 O24) al 5 %,
al adicionar estas soluciones las cepas bacterianas se tornaron color amarillo, lo que indica la
presencia de fosfatos (Alcantar y Sandoval, 1999). Para la cuantificacion de fosfatos se realizé una

curva estandar, a partir de una solucién madre de fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) (Anexo 1).
2.4.3 Bacterias productoras de acido indolacético

Todas las cepas bacterianas aisladas se sembraron por triplicado en microplacas de 96 pozos, en el
medio de cultivo liquido Luria-Bertani (LB) modificado (Apéndice D) (Bric ef al., 1991). Estas
cepas se incubaron a 28 °C por 48 horas. Posteriormente, en cada uno de los pozos se adiciond
150 puL del reactivo de Salkowski (se adicionaron 2 mL FeClz al 0.5 M, en 100 mL de HCIO4), y
se incubaron en la oscuridad por 30 minutos. Las cepas de bacterias con la capacidad de sintetizar
AIA desarrollaron una coloracién rosa, en diversas tonalidades (Gordon y Geber, 1951). En este
caso se dio un valor de acuerdo a la intensidad observada: 0 = no desarroll6 una coloracién rosa,
1 =rosa palido, 2 = rosa intermedio y 3 = fucsia. Esta escala visual solo se utilizé para la seleccion

de cepas bacterianas con la capacidad de sintetizar AIA.

Las cepas de bacterias que sintetizaron AIA se sembraron en medio liquido LB y se mantuvieron
en agitacion a 120 rpm durante 48 horas, trascurrido el tiempo requerido, las muestras se
centrifugaron 15 minutos a 5 000 rpm, se elimind el concentrado bacteriano y se conservo el
sobrenadante. Posteriormente, en una microplaca de 96 pozos se colocaron 100 uL del
sobrenadante y se adicionaron 200 pL del reactivo de Salkowski y después de 30 minutos en la
oscuridad, las muestras se leyeron a 530 nm en un espectrofotdmetro lector de microplacas marca

BioTek® (Tsavkelova et al., 2005; Tsavkelova et al., 2007a).

Para la cuantificacion de 4cido indolacético se realizo una curva estandar, a partir de una solucion
madre de AIA en etanol, a partir de la cual se realizaron una serie de diluciones en agua destilada

(Anexo 2) (Bric et al., 1991; Tsavkelova et al., 2007).
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2.4.4 Analisis estadistico

En cada uno de los parametros de estudio; unidades formadoras de colonias, cuantificacion de la
solubilizacion de fosfatos y cuantificacion de la sintesis de acido indolacético, se aplico un analisis

de varianza y una prueba de Tukey (o = 0.05), en el programa estadistico SAS® version 9.0.
2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En el aislamiento de las cepas de bacterias provenientes de las raices de las orquideas evaluadas,
se utilizaron dos medios selectivos libres de fuentes de nitrégeno: el medio de cultivo fuente
combinada de carbono para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre (R1), y el medio de
cultivo para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre modificado (R0), debido a las
caracteristicas de estos medios, es probable que las colonias bacterianas que crecieron en estos
medio sean fijadoras de nitrégeno. En cada uno de los casos se contabiliz6 el nimero de colonias
de bacterias que crecieron aisladas en el medio de cultivo y con estos datos se calcularon las
unidades formadoras de colonias (UFC/g de raiz). En R. aptera se registr6 el mayor niimero de
UFC/g de raiz en el medio R1 con 2.69 x 108, seguida de L. furfuracea y P. karwinskii de la
comunidad de Santa Catarina Estetla, Oax., sin diferir significativamente. En contraste, el menor
numero de UFC/g de raiz se encontr6 en P. karwinskii originaria de la comunidad La Purisima
Concepcion, Oax., en el medio RO con 2.40 x 107. En el medio de cultivo R1 se registré el mayor

nimero de colonias bacterianas en comparacion al medio RO, en cada uno de los casos (Cuadro
1).

Cuadro 2.1. Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en las orquideas epifitas de estudio.
Medio de cultivo Numero de colonias

Especie de orquidea empleado bacterianas UFC/g de raiz*
L. furfuracea R1 234 2.34x10%a
RO 163 1.63 x 10%ab
P. karwinskii* R1 232 2.32x10%a
RO 168 1.68 x 10%ab
P. karwinskii** R1 46 4.60 x 10" be
RO 24 2.40x 107¢c
R. aptera R1 269 2.69x 10%a
RO 193 1.93x 10%a

¢ = Plantas originarias de Santa Catarina Estetla; ** = Plantas colectadas en La Purisima Concepcion; R1
= medio de cultivo fuente combinada de carbono para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre; RO
= medio de cultivo para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, modificado; UFC/g = unidades
formadoras de colonias/gramo de raiz; *= Medias con la misma letra no difieren estadisticamente con la
prueba Tukey (a. = 0.05); n = 3; Diferencia Minima Significativa = 137.
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A partir de las orquideas en estudio se obtuvieron 78 aislamientos bacterianos; 45 se aislaron a
partir del medio de cultivo R1 y 33 del medio de cultivo RO. En L. furfuracea procedente de Santa
Catarina Estetla, se obtuvieron 20 aislamientos bacterianos; 12 crecieron en ¢l medio de cultivo
R1 y 8 en el medio RO. En P karwinskii procedente de Santa Catarina Estetla, se logré el
aislamiento de 18 cepas bacterianas; 11 se desarrollaron en el medio R1, y 7 en el medio RO. En
P karwinskii originaria de La Purisima Concepcion, se lograron obtener 29 aislamientos
bacterianos; 17 provienen del medio R1 y 12 del medio RO. Con respecto a R. aptera nativa de
San Esteban Atatlahuca, se aislaron 11 cepas bacterianas; 5 proceden del medio de cultivo R1,y 6

del medio RO.

Los aislamientos bacterianos se nombraron con la siguiente nomenclatura: Laelia furfuracea de
Santa Catarina Estetla (L.f.), Prosthechea karwinskii de Santa Catarina Estetla (P.w.), Prosthechea
karwinskii de La Purisima Concepcion (P.k.), y Rhynchostele aptera de San Esteban Atatlahuca

(R.a.), y en cada uno de los casos, se colocd enseguida el nimero de aislamiento (Cuadro 2).

En las cepas de bacterias solubilizadoras de fosfatos se aprecio6 la formacion de un halo traslucido
alrededor de la colonia como un indicador visual cualitativo. En L. furfuracea se encontraron 8
aislamientos bacterianos con esta capacidad; en L.f.6 se aprecio el halo de mayor tamafio con 2.07
mm, y en L.f.15 el de menor didmetro con 0.51 mm. En P, karwinskii de Santa Catarina Estetla, se
registraron 6 aislamientos; en P.w.6 (1.38 mm) y en P.w.17 (0.94 mm) se obtuvieron los halos de
mayor y menor diametro. En P karwinskii de La Purisima Concepcion, se encontraron 7
aislamientos; el halo de mayor tamaio fue de 2.54 mm en P.k.21 y el menor didmetro fue de 0.76
mm en Pk.27. Y en R. aptera se identificaron 3 aislamientos; en R.a.3 (1.08 mm) y en R.a.9 (0.80

mm), que corresponden al mayor y al menor valor.

Al comparar todos los aislamientos obtenidos de las orquideas en estudio se registrd que el halo
de mayor didmetro fue de 2.54 mm y se observo en el aislamiento P.k.21, y el halo de menor
didmetro fue de 0.51 mm en el aislamiento L.f.15. Solo en tres aislamientos bacterianos se
observaron halos mayores a 2 mm de didmetro, en 16 aislamientos halos de 1.68 a 1.00 mm y en

7 aislamientos halos de 0.94 a 0.51 mm de diametro (Cuadro 2).

Con respecto a la prueba cuantitativa se obtuvieron los siguientes resultados; en L. furfuracea la

mayor concentracion de fosfatos solubilizados fue de 26.31 pg mL! en L.f11 y la menor
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concentraciéon fue de 14.58 ug mL' en L.f.16. En P. karwinskii de Santa Catarina Estetla, se
encontro el valor de 47.18 pg mL™! en P.w.5 y de 20.75 ug mL' en P.w.18; en P. karwinskii de La
Purisima Concepcién, en P.k.2 con 30.24 ng mL™! y en P.k.8 con 19.41 pg mL™!, corresponden al
mayor y al menor valor respectivamente; y en R. aptera el mejor resultado se aprecio en R.a.11

con 30.75 ug mL! y el menor fue de 22.47 ug mL' en R.a.3.

Al realizar el analisis estadistico de los datos se aprecié que el aislamiento con la mayor capacidad
para solubilizar fosfatos corresponde a P.w.5 con 47.18 ug mL™! (P. karwinskii de Santa Catarina

Estetla y el menor en L.f.16 con 14.58 pg mL! (L. furfuracea) (Cuadro 2).

Con respecto a la capacidad de sintetizar 4cido indolacético (AIA), las colonias bacterianas se
seleccionaron a partir de una prueba cualitativa. En las muestras se apreciaron diferentes
tonalidades de color rosado; rosa palido (1), rosa intermedio (2), y fucsia (3), estas categorias de
color se asignaron con la finalidad de seleccionar las bacterias productoras de AIA, con lo cual, se
identificaron 3 aislamientos bacterianos en L. furfuracea, 2 en P. karwinskii de Santa Catarina
Estetla, 7 en P. karwinskii de La Purisima Concepcion y 3 en R. aptera, y a partir de estos

aislamientos se realizaron las pruebas cuantitativas de AIA.

En L. furfuracea la mayor produccion de AIA fue de 0.32 mg mL™! en el aislamiento L.f4 y la
menor produccion de AIA fue de 0.17 ug ML en L.f.17; en P. karwinskii de Santa Catarina Estetla,
fue de 0.14 ug mL' en Pw.9 y de 0.12 ug mL™! en P.w.14; en P. karwinskii de La Purisima
Concepcion, fue de 0.29 ug mL ' en Pk.23 y de 0.13 ug mL ' en Pk.18; y en R. aptera fue de 0.40
ug mL'en R.a.11 y de 0.22 ug mL™! en R.a.10, los datos corresponden a la mayor y a la menor

sintesis de la fitohormona en cada una de las orquideas en estudio.

Con respecto a la sintesis de AIA, la prueba de Tukey (a = 0.05) indic6 que el mejor resultado se
obtuvo en el aislamiento R.a.11 con 0.40 pg mL™!, que corresponde a R. aptera y el menor en el
aislamiento P.w.14 con 0.12 ug mL!, en P. karwinskii de Santa Catarina Estetla (Cuadro 2).
Ademas, es importante mencionar que se identificaron 4 aislamientos bacterianos con la capacidad

de solubilizar fosfatos y sintetizar AIA, estos se obtuvieron a partir de P. karwinskii de La Purisima

Concepcion (P.k.3, Pk.12 y Pk.23) y de R. aptera (R.a.11).
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Cuadro 2.2. Bacterias solubilizadoras de fosfatos y productoras de 4cido indolacético (AIA).

Especie de Aislamiento  Medio de Solubilizacion de fosfatos Sintesis de AIA
orquidea/ . bacteriano cultivo Halo (mm) (ug mL")* E. V. (ngmL)*
Procedencia
Laelia L.f3 R1 0.88 20.58 ijkl 0 0.0
Sfurfuracea L.f4 R1 0.0 0.0 2 0.32b
Santa Catarina L.f.6 R1 2.07 21.63 ghijk 0 0.0
Estetla L.f7 R1 1.20 17.51 mn 0 0.0
L.f8 R1 1.00 16.85 no 0 0.0
L.f9 R1 0.88 16.73 no 0 0.0
L.f10 R1 1.36 21.42 hijkl 0 0.0
L.f11 R1 1.06 26.31 cd 0 0.0
L.f12 R1 1.44 24.73 def 0 0.0
L.f.15 RO 0.51 18.91 Imn 0 0.0
L.f.16 RO 1.46 14.58 0 0 0.0
L.f17 RO 0.0 0.0 2 0.17 fg
L.f19 RO 0.0 0.0 3 0.24 cd
Prosthechea P.w.5 R1 1.00 47.18 a 0 0.0
karwinskii Pw.6 R1 1.38 20.80 ijkl 0 0.0
Santa Catarina  P.w.7 R1 1.05 21.23 ijkl 0 0.0
Estetla Pw.9 R1 0.0 0.0 3 0.14 hi
Pw.14 RO 0.0 0.0 3 0.12
Pw.15 RO 1.37 24.24 defg 0 0.0
Pw.17 RO 0.94 22.63 fghij 0 0.0
Pw.18 RO 1.51 20.75 ijkl 0 0.0
Prosthechea Pk.3 R1 1.68 22.82 efghi 1 0.17 fg
karwinskii Pk.7 R1 0.0 0.0 1 0.16 gh
La Purisima Pk.8 R1 2.13 19.41 klmn 0 0.0
Concepcion Pk.10 R1 0.0 0.0 1 0.14 hi
Pk.12 R1 0.92 25.43 cde 1 0.26 c
Pk.17 R1 0.0 0.0 2 0.19 ef
Pk.18 RO 0.0 0.0 1 0.13 1
Pk.21 RO 2.54 20.00 jklm 0 0.0
Pk.23 RO 1.31 24.06 defgh 1 0.29¢
Pk.27 RO 0.76 30.24b 0 0.0
Pk.29 RO 1.12 29450 0 0.0
Rhynchostele  R.a.2 R1 0.0 0.0 2 0.23d
aptera R.a.3 R1 1.08 22.47 fghij 0 0.0
San Esteban R.a.9 RO 0.80 28.12 be 0 0.0
Atatlahuca R.a.10 RO 0.0 0.0 2 0.22d
R.a.ll RO 1.04 30.76 b 3 0.40 a
Media 23.42 0.21
DMS 2.70 0.02

R1 =medio de cultivo fuente combinada de carbono para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre;
RO = medio para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, modificado; E.V. = Escala visual: 0 = no
desarroll6 una coloracion rosa; 1 = rosa palido; 2 = rosa intermedio; 3 = fucsia; * = Medias con la misma
letra no difieren estadisticamente con la prueba de Tukey (o= 0.05); n = 3; DMS = Diferencia Minima

Significativa.
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En este estudio se registraron 78 aislamientos bacterianos, 26 mostraron la capacidad de solubilizar
fosfatos y 15 sintetizaron acido indolacético (AIA), de los cuales, solo 4 se caracterizaron por
desempefiar ambas funciones. Mientras que, en los 41 aislamientos restantes, no se registrd

ninguna de las actividades que se evaluaron (Figura 6).

22 11 41

Figura 2.6. Diagrama de Venn que muestra las cepas de bacterias con la capacidad de solubilizar fosfatos
(color rojo), bacterias que sintetizaron el 4cido indolacético (color azul), y aislamientos que comparten
ambas capacidades (color violeta) en las orquideas epifitas evaluadas.

Los estudios que reportan la presencia de bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB) en otras
orquideas son pocos y entre ellos se encuentra Guarianthe skinneri en donde se identificd a
Bacillus sp. y registraron halos de solubilizacion de 2.31 mm a 3.48 mm (Aguilar-Diaz et al.,
2018). En las orquideas terrestres Spiranthes spiralis, Serapias vomeracea y Neottia ovata se han
registrado halos de 2.17 mm con Pantoea sp. y de 4.50 mm con Pseudomonas sp. (Alibrandi et
al., 2020). Mientras tanto en Cymbidium eburneum dos aislamientos de Paenibacillus sp.

produjeron AIA, pero no solubilizaron fosfatos (Faria ef al., 2013).

En cambio, en otras especies vegetales los estudios han sido mas amplios, por ejemplo, a partir de
la rizosfera de Brassica campestris spp. chinensis se obtuvo a Bacillus cereus que formo halos de
solubilizacion de 0.4 mm y solubilizé de 10.1 a 13.6 ug mL™! (Wang et al., 2017). En suelos
productores de soya se aislé a Bradyrhizobium sp., y se observaron halos de 4 a 15 mm y
solubilizaron de 206 a 241 ug mL! (Fernandez et al., 2005). En la alcachofa de Jerusalén
(Helianthus tuberosus), se registraron halos de 1.04 a 2.10 mm y una solubilizacién de 327 a 520
ug mL!, con Sphingobacterium thalpophilum y Pseudomonas aeruginosa (Nacoon et al., 2020).
En la cafa de azucar el aislamiento de Pantoea sp. formé halos de 6 mm de solubilizacion y se
registrd una concentracion de 1 128 pg mL™! (Cordero et al., 2008). Mientras tanto en PSB
obtenidas del cultivo de Oryza sativa, se registraron halos de 2.25 a 3.07 mm con la capacidad de

solubilizar de 15.8 hasta 239 mg L' (Estrada et al., 2013).
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En el presente estudio se encontraron bacterias con la capacidad de solubilizar fosfatos a partir del
fosfato tricalcico Cas(POs4)2, que representa una fuente dificil de degradar, como se ha demostrado

en otros trabajos (Cordero et al., 2008; Estrada et al., 2013).

Las investigaciones sobre la composicion de nutrientes en los suelos de los troncos y del dosel
indican que son ricos en nutrientes, y destacan los altos niveles de fosfatos, pero la naturaleza 4cida
del estrato arbdreo impide que estos elementos estén disponibles para las orquideas epifitas (Lesica

y Antibus, 1990).

El fosforo (P) es un elemento primordial en el crecimiento y el desarrollo de las plantas; pero
después del nitrogeno, es el segundo elemento mas limitante en el crecimiento de las plantas dentro
de los ecosistemas naturales y en los sistemas con manejo antropico (Avila-Martinez et al., 2015;

Wang et al., 2017).

Los iones fosfato presentes en el suelo se unen facilmente con otros elementos y se forman
complejos poco solubles como el fosfato de hierro (FePOs), el fosfato de aluminio (AIPOy), y el
fosfato de calcio Ca3(PO4)2, lo que provoca su precipitacion y su baja concentracion en el suelo,

entre 5 y 30 mg Kg'! (Fernandez et al., 2005; Hernandez-Leal et al., 2011).

Sin embargo, las bacterias y hongos que se asocian a las raices de diversas especies vegetales son
capaces de solubilizar este elemento, mediante diferentes mecanismos (Patifio-Torres y
Sanclemente-Reyes, 2014), y en la mayoria de las bacterias solubilizadoras de fosfatos, como se
menciono anteriormente, se ha demostrado su capacidad para producir &cidos orgéanicos: citrico,

lactico acético, tartarico, gluconico y oxalico (Wang et al., 2017; Nacoon et al., 2020).

Estos acidos orgéanicos poseen grupos hidroxilo (OH) y carboxilo (COOH) que quelan a los
cationes ligados a los fosfatos, y de este modo liberan los iones ortofosfato (H.POs™! y HPO37?),

los cuales son absorbidos por las plantas (Avila-Martinez et al., 2015).

Para logar altos rendimientos en los cultivos se requiere la aplicacion de fertilizantes fosfatados,
sin embargo, se estima que la reserva mundial de este mineral se agotara en 50 % durante el periodo
de 2040 a 2060 (Cordero et al., 2008). Por ello, las bacterias solubilizadoras de fosfatos de Ca, Fe,
y Al poseen una enorme importancia y son vitales en el ciclo del fosforo dado que pueden ser
empleadas para incrementar la disponibilidad de este elemento (Hernandez-Leal et al., 2011;

Avila-Martinez et al., 2015).
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Se ha demostrado que la inoculacidon de bacterias solubilizadoras de fosfatos, y la co-inoculacion
con hongos micorricicos arbusculares son benéficos e incrementan la absorcion de fosforo, lo que
origina un mejor crecimiento, establecimiento y rendimiento de los cultivos, por ello, son una
excelente opcion para disminuir la aplicacion de fertilizantes quimicos (Cordero et al., 2008;

Avila-Martinez et al., 2015; Nacoon et al., 2020).

En cuanto al nimero y tipo de microorganismos solubilizadores de fosfatos asociados a las raices
de las especies vegetales, este dependera de las fuentes de carbono y de los demas nutrientes
disponibles en la rizosfera y el rizoplano; asi como del clima, el tipo de suelo, y la historia de

cultivo del suelo (Fernandez et al., 2005; Estrada et al., 2013).

Los estudios se han centrado en el aislamiento e identificacion de estas bacterias, sin embargo,
falta mucho conocimiento relacionado con la colonizacién de las PSB en la rizosfera y los

mecanismos implicados en la disolucion del fosforo (Wang et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que las bacterias aisladas de los tejidos de las orquideas, sintetizan
de manera natural fitohormonas, entre ellas destaca y ha sido la mas estudiada el &cido
indolacético. En Calanthe vestita se encontraron rangos de sintesis de 1.18 a 6.60 pg mL™! de AIA;
en Dendrobium moschatum de 0.50 a 92.9 ug mL!; en Acampe papillosa de 0.70 a 69.4 pg mL™".
Las bacterias involucradas en este proceso fueron identificadas como Xanthomonas sp,
Sphingomonas sp., Micrococcus sp., Rhodococcus y Microbacterium sp. (Tsavkelova et al., 2005;
Tsavkelova et al., 2007). En Paphiopedilum appletonianum, la bacteria Burkholderia sp., sintetizo
3.0 ug mL! y Bacillus sp. 55.0 ug mL™'. En Pholidota articulata con Burkholderia sp. se observéd
una solubilizacion de 6.0 pg mL! y con Bacillus sp. fue de 58.0 ug mL! (Tsavkelova et al.,
2007a).

En Cattleya walkeriana, Pantotea sp., sintetizd 1.8 ug mL™!'y Enterobacter sp. 32.3 ug mL™! de
AIA (Galdiano Junior et al., 2011). En Cymbidium eburneum, Paenibacillus lentimorbus promovio
la formacién de 1.50 a 3.63 ug mL™! (Faria et al., 2013). En Dendrobium officinale se registré un
valor de 11.75 ng mL™!, con Sphingomonas paucimobilis (Yang et al., 2014). En Dendrobium
moschatum con Sphingomonas sp. fue de 29.4 a 52.2 ug mL™!, en Enterobacter sp. fue de 59.4 a
71.5 ug mL!'y en Roseomonas sp. de 0.8 a 20.3 pg mL™! de AIA (Tsavkelova et al., 2016).
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En Dendrobium nobile con Klebsiella oxytoca se registraron 120 ng mL™! de AIA (Pavlova et al.,
2017). En Guarianthe skinneri con Bacillus sp. 10.18 ug mL! y en Sinorhizobium sp. 69.18 ng
mL"! (Aguilar-Diaz et al., 2018). Y en tres orquideas terrestres (Spiranthes spiralis, Serapias
vomeracea y Neottia ovata) se localizaron bacterias del género Pseudomonas (43.9 ng mL™)
Pantoea (0.86 ug mL™"), Rahnella (108.47 ng mL™"), Bacillus (3.23 ng mL™"), Microbacterium
(14.29 pg mLY) y Fictibacillus (33.67 ug mL™") (Alibrandi et al., 2020). En todos los estudios se

registrd que la adicion de triptéfano al medio de cultivo incrementd la sintesis de AIA.

En las orquideas, los trabajos realizados se han enfocado al aislamiento de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, mediante la sintesis de auxinas (Wilkinson et al., 1989), y en la
identificacion, con la ayuda de herramientas moleculares (Yu ef al., 2013) y metagendémicas (Pei
et al.,2017). Con estas herramientas se ha identificado que la abundancia bacteriana asociada con
las orquideas se encuentra influenciada por: la variacion estacional y el didmetro de la raiz de la
especie de la orquidea (Wilkinson et al., 1989); el estado fisiologico de la planta y; del habito de
crecimiento (terrestres o epifitas) (Wilkinson et al., 1994). Adicionalmente, se ha registrado que la
diversidad bacteriana es mayor en las raices aéreas, en comparacion a las que crecen en contacto
con el sustrato (Tsavkelova et al., 2004). En resumen, la morfologia y la fisiologia de estas plantas
influye en la composicion bacteriana, en parte determinada por el ambiente y las caracteristicas
del nicho ecoldgico en donde se desarrollan (Wilkinson et al., 1994a; Tsavkelova et al., 2001;

Tsavkelova et al., 2004).

Las bacterias que se han aislado de las orquideas se han utilizado en la inoculacion de semillas in
vitro (Wilkinson et al., 1994a; Pavlova et al., 2017), en la aclimatacion ex vitro de plantulas de
Cattleya walkeriana y Catleya loddigesii (Galdiano Junior et al., 2011; Faria et al.,2013), en cuyos
casos se ha promovido la germinacion, el crecimiento y desarrollo. También se ha demostrado la
efectividad de la rizobacteria Bacillus amyloliquefaciens en el control de hongos patdégenos (White
et al., 2014). Adicionalmente, se ha comprobado que la co-inoculacion de rizobacterias con los
hongos micorricicos arbusculares promueve en mayor medida el desarrollo de la parte aérea y del
sistema radical en las plantulas de Vanilla planifolia y de Dendrobium catenatum (Madhaiyan et

al.,2002; Wang et al., 2016).

Esto se debe a que estas bacterias participan en la produccion de AIA, que es la auxina mas activa

en la division, expansion y diferenciacion de las células y de los tejidos (Tsavkelova et al., 2016),
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por ello, representan una alternativa biotecnologica en la conservacion de estas especies que sufren

la depredacion de los diferentes ecosistemas en donde se desarrollan (Tsavkelova et al., 2007a).
2.6 CONCLUSIONES

Se aislaron cepas de bacterias solubilizadoras de fosfatos y productoras de acido indolacético, a
partir de las raices de las especies de orquideas epifitas nativas de México L. furfuracea, P.
karwinskii y R. aptera. Este representa un hallazgo importante, ya que la familia Orquidaceae es
la mas diversa entre las plantas, y pese a ello, el estudio de las rizobacterias ha sido poco explorado
y comprendido, en comparacion con otras familias vegetales, en donde se ha generado mayor
informacion. Conocer a estos microorganismos nos da la oportunidad de poder utilizarlos en otras
orquideas o en otros cultivos de interés, para la preservacion y conservacion del ambiente, ya que
la aplicacion excesiva de fertilizantes quimicos ha causado dafos a los recursos naturales,

esenciales para el desarrollo de la vida.
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CONCLUSIONES GENERALES

En las orquideas epifitas de estudio: Laelia furfuracea, Prosthechea karwinskii y Rhynchostele
aptera se registro la presencia de hongos formadores de la micorriza orquideoide. Asi mismo, se
demostrd que el estado fenologico de las raices influye en el grado de colonizacion y que los
simbiontes fungicos, no se distribuyen de manera homogénea a lo largo de las raices, ya que su
distribucién fluctué de manera significativa en cada una de las areas evaluadas en las raices de L.

furfuracea.

En las raices de las orquideas epifitas en estudio se aislaron cepas bacterianas con la capacidad de
solubilizar fosfatos y de sintetizar 4cido indolacético, de este modo, promueven el crecimiento
vegetal en las orquideas epifitas. Hubo aislamientos que no presentaron ninguna de estas dos
actividades, pero probablemente sean capaces de realizar alguna otra funcion ecologica que influya

en el establecimiento de las orquideas.

Los hongos orquideoides y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, se pueden emplear
como una herramienta biotecnoldgica, en la conservacion de especies que estdn en peligro de
extincion, y hoy en dia, comienzan a ser aprovechados para la inoculacion de semillas y plantulas,

con la finalidad de promover el establecimiento exitoso de estas especies.

México cuenta con una diversidad importante de orquideas, muchas de las cuales son endémicas
y se conoce poco sobre la interaccion que establecen con los hongos orquideoides y bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, por ello, esta investigacion representa un aporte importante

en esta area del conocimiento, de las cual queda mucho por descubrir.

Finalmente, los fordfitos de las orquideas epifitas, son indispensables en el establecimiento de
estas especies vegetales, ya que la arquitectura de las ramas, la rugosidad de la corteza, y la
retencion de humedad, son algunos de los factores que pueden influir en la germinacion de las
esporas fungicas y en el desarrollo de las semillas de las orquideas, y en el posterior
establecimiento de las rizobacterias. Ademads, en la corteza del hospedero se acumulan los restos
organicos que permiten el establecimiento de los hongos orquideoides en el tejido cortical de las

raices de las orquideas epifitas.
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Anexo 3. Caracteristicas de las colonias de las cepas de bacterias aisladas.

Aislamiento  Color Forma Margen Elevacion Superficie

L.f11 amarillo circular entero concava lisa brillosa

L.f2 rosa claro circular entero concava lisa brillosa

L.f3 traslucida circular entero concava lisa brillosa

L.f4* traslucida circular mediana entero concava lisa

L.f5 melon circular entero concava lisa

L.f6 traslucida circular grande  entero concava lisa

Lf7* traslucida circular pequeia entero concava lisa

L.f.8* traslucida circular entero poca elevacion  lisa

L.f9 traslucida circular entero concava lisa

L.f10* traslucida circular entero concava lisa

L.f.11 crema circular entero concava lisa

L.f.12* traslucida circular entero concava lisa

L.f13 amarilla circular entero concava lisa

L.f.14 rosa ovalada entero concava lisa

L.f.15* amarillo intenso  circular entero concava lisa

L.f.16 traslucida circular entero concava lisa

L.f17* traslucida circular entero concava lisa

L.f18 beige circular entero poca elevacion  lisa

L.f19 rosa claro circular entero concava lisa

L.f20* traslucida circular muy entero sin elevacion lisa
pequeiia

Pw.1 amarillo claro circular entero concava lisa

Pw.2 rosa circular entero concava lisa

Pw3 beige ovalada entero concava lisa

Pw.4 crema circular pequefia entero sin elevacion lisa

P.w.5* amarillo circular entero concava lisa

P.w.6* beige circular entero poca elevacion  lisa

Pw.7 amarillo circular entero poca elevacion  lisa

Pw.8 crema un poco entero concava lisa
ovalada

P.w.9 beige circular entero concava lisa

Pw.10 traslucida circular grande  entero concava lisa

Pw.11 crema obscuro circular entero concava lisa

Pw.12 traslucida muy pequefia entero sin elevacion lisa

Pw.13 roja circular pequefia  entero concava lisa

P.w.14 amarilla circular entero sin elevacion lisa sin brillo

P.w.15 rosa circular entero concava lisa

Pw.16 beige ovalada entero concava lisa

Pw.17 beige circular muy entero concava lisa
pequeiia

Pw.18 blanquecina circular muy entero sin elevacion lisa viscosa
pequeia

Pk.1 amarilla circular entero poca elevacion lisa

Pk.2 traslucida circular entero concava lisa

Pk.3 crema circular pequefia  entero sin elevacion lisa

Pk.4 transparente circular grande  entero sin elevacion lisa

Pk.5 crema circular entero sin elevacion lisa

Pk.6 traslucida circular entero Sin elevacion lisa
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Pk.7

Pk.8

Pk.9
Pk.10

Pk.11
Pk.12
Pk.13

Pk.14

Pk.15
Pk.16
Pk.17
Pk.18

Pk.19
P.k.20

Pk.21
Pk.22

Pk.23

Pk.24
Pk.25
P.k.26
P.k.27
Pk.28
Pk.29

R.a.l
R.a.2
R.a.3
R.a.4
R.a.5
R.a.6
R.a.7
R.a.8
R.a.9
R.a.10
R.a.11

blanquecina
crema

beige
blanquecina-
beige

crema

beige

melon intenso

traslucida

beige

crema
beige-amarilla
traslucida

traslucida
traslucida-
blanquecina
naranja

roja

blanquecina

amarilla palida
rosa clara
beige

amarilla
traslucida
crema

naranja
crema
melon
crema
hialina
traslucida
crema
blanquecina
amarilla
crema
traslucida

circular muy
pequena
circular muy
pequeia
ovalada
circular muy
pequeia
circular
circular
circular muy
pequeia
circular pequena

circular pequena
circular

circular

circular muy
pequefia

circular

circular

circular

circular muy
pequeia
circular muy
pequena

circular pequefa
circular pequefio
circular

circular

circular grande
circular

circular

ovalada

circular

circular pequefia
circular pequefa
circular grande
circular

circular

circular pequefia
circular pequefia
circular grande

entero

entero

entero
entero

entero
entero
entero

entero

entero
entero
entero
entero

entero
entero

entero
entero

entero

entero
entero
entero
entero
entero
entero con
ornamen-
tacion
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero

sin elevacion
concava

concava
sin elevacion

Sin elevacion
concava
Sin elevacion

concava
pronunciada
sin elevacion
concava
concava
sin elevacion

concava
concava

sin elevacion
sin elevacion

sin elevacion

sin elevacion
sin elevacion
sin elevacion
concava
concava
sin elevacion

concava

sin elevacion
concava

poca elevacion
poca elevacion
concava
concava
concava

poca elevacion
sin elevacion
concava

lisa
lisa

lisa
lisa

lisa
lisa
lisa

lisa

un poco rugosa
lisa
lisa
lisa

lisa
lisa

lisa opaca
lisa brillosa

lisa opaca

lisa

lisa

lisa

un poco rugosa
lisa brillosa
lisa

lisa sin brillo
lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa viscosa

L.f. = Laelia furfuracea de la comunidad Santa Catarina Estetla; P.w. = Prosthechea karwinskii de Santa
Catarina Estetla; P.k. = Prosthechea karwinskii de La Purisima Concepcidn; R.a. = Rhynchostele aptera
de San Esteban, Atatlahuca; * = Aislamientos bacterianos de los cuales se efectu6 extraccion de ADN,
secuenciacion y actualmente se encuentran en proceso de identificacion molecular y filogenética.
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Anexo 4. Crecimiento de las orquideas en su habitat natural y colonizacién micorricica en el tejido cortical
de las raices de las orquideas. A) crecimiento de L. furfuracea; B) crecimiento de P. karwinskii; C) 100 %
de colonizacion en el tejido cortical de L. furfuracea; D) 50 % de colonizacion en el tejido cortical de P,
karwinskii; E) pelotones digestados en el cortex de P. karwinskii; F) pelotones en diferentes estados de
digestion en el cortex L. furfuracea.
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APENDICE

Apéndice A.1. Medio de cultivo fuente combinada de carbono para bacterias fijadoras de

nitrégeno de vida libre (Rennie, 1981).

Reactivo Cantidad (g L)
Solucion A
KH> POg4 0.2
K>HPOg4 0.8
NaCl 0.1
NaxFe EDTA 0.014
Na;MoO4 * 2H,0 0.025
Extracto de levadura 0.1
Manitol 5.0
Sacarosa 5.0
Lactato de sodio 60 % (v/v) 0.5 mL
Agar 15
Agua destilada 900 mL
Solucion B
MgSO4 * TH,0 0.2
CaCl; * 2H>0 0.06
Agua destilada 100 mL

Cada solucion se prepara por separado y se ajusta el pH a 7.0. Se esteriliza a 18 1b durante 18 minutos.
La solucion B, se deja enfriar y se agrega 5 pug L™ de biotina y 10 pg L™ de 4cido p-aminobénzoico. Al

final se mezclan ambas soluciones.

Stock de Biotina

Biotina 0.001 g
Agua destilada 20 mL
5ug=0.1mL
Stock de acido p-aminobénzoico
Ac. p-aminobénzoico 0.001 g
Agua destilada 20 mL
10 ug=0.1 mL

Cada uno de los stocks se filtra con una membrana o pirinola de 0.22 um, se guardan en frascos de vidrio

esterilizados, y se mantienen en refrigeracion.
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Apéndice A.2. Medio de cultivo para bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, modificado

(Rennie, 1981).

Reactivo Cantidad (g L)
Soluciéon A

K> HPOq4 0.8

KH> POy 0.2

NaCl 0.1

Naz; MoO4 * 2H,0 0.025

NaxFe EDTA 0.014

Agar 20

Agua destilada 900 mL
Solucién B

MgSO4 * 7TH20 0.2

CaClz * 2H,O 0.06

Agua destilada 100 mL

Cada solucion se prepara por separado y se ajusta el pH a 7.0. Se esteriliza a 18 1b durante 18 minutos.
La solucion B, se deja enfriar y se agrega 5 ug L' de biotina y 10 pg L' de 4cido p-aminobénzoico. Al

final se mezclan ambas soluciones.

Apéndice A.3. Medio para bacterias solubilizadoras de fosfato (Pikovskaya).

Reactivo Cantidad (g L)
Glucosa 10

Caz (PO4)2 5.0
(NH4)2 SO4 0.5
NaCl 0.2
MgSO4 * 7 H20O 0.1

KClI 0.2
Extracto de levadura 0.5
MnSO4 * HO 0.0002
FeSO4 * 7 H2O 0.0002
Agar 15

Agua destilada 1000 mL

Ajustarel pHa 7.0

Enfriar las cajas, para logar una solidificacion rapida del medio y evitar la condensacion del fosfato

tricalcico.

Apéndice A.4. Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) modificado.

Reactivo Cantidad (g L)
Triptona 10

Extracto de levadura 5

NaCl 5

Triptofano 0.5

Agar 20

Ajustarel pHa 7.5
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